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Titel: „Räumlich-zeitliche Dynamik der laserinduzierten Hsp70-Expression in einem
humanen Hautexplantatmodell “
Universität Leipzig, Dissertation
Textteil: 133 Seiten, 169 Literaturstellen, 33 Abbildungen, 15 Tabellen
Referat:
Die Narbenbildung des Hautorgans stellt für die gegenwärtige Medizin weiterhin
eine schwierige Aufgabe dar. Die frühzeitige Beeinflussung des Wundheilungspro-
zesses hin zu einer verminderten oder narbenlosen Heilung scheint von entschei-
dender Bedeutung. Ein vielversprechender Ansatz ist die präoperative Laserthe-
rapie und dadurch erzeugte Hitzeschockantwort. Auf molekulare Ebene kommt
es u.a. zur Expression von Hitzeschockproteine. Die vorliegende in-vitro Studie
beschäftigte sich mit der laserinduzierten Hochregulation des Hitzeschockproteins
70 in den epidermalen Schichten. Hierfür wurden drei nicht ablative Lasersysteme
mit insgesamt 12 verschiedenen Parametereinstellungen verwendet (1.540-nm
Er:Glass- , 755-nm Alexandrit-, 1.064-nm Nd:YAG-Laser). Mithilfe eines humanen
Hautexplantatmodells sollte unter gleichbleibenden Bedingungen Zeitpunkt und
Konzentration der maximal induzierten Hsp70-Expression sowie epidermale Schä-
digungen dargestellt werden. In der verfügbaren Literatur waren hierzu nur begrenzt
Daten vorhanden. Alle drei Lasersysteme zeigten signifikante Hsp70-Expressionen.
Der Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Expression konnte zwischen Tag 1 und 3
festgehalten werden. Dabei zeigten die Lasersysteme unterschiedliche Hsp70-
Maxima und unterschiedliche Epidermisschädigungen. Die Ergebnisse ließen
schlussfolgern, dass eine potenzielle präoperative Narbenprävention tendeziell ein
Tag vor dem chirurgischen Eingriff und mit den stärkeren Parametereinstellungen
des 1.064-nm Nd:YAG Lasers durchgeführt werden sollte.
IX
1 Einleitung
Skarifzierung hat als Körpermodifikation bei viele Naturvölkern eine bedeutende
und alte Tradition. Sie zeigen die Clanzugehörigkeit, dienen als Körperschmuck
sowie als Statussymbol. In der heutigen Zeit ist die Narbenbildung der Haut jedoch
ein großes klinisches Problem. Ästhetische Beeinträchtigung und Funktionsverlust
der betroffenen Areale sind die Folgen. Die Lebensqualität kann sich durch
hypertrophen Narben oder Keloiden deutlich vermindern. Angst, soziale Isolation
und Depression sind einige der Symptome, die sich zeigen können. Daher ist es
eine wichtige Aufgabe der Medizin, die Entstehung von Narben zu verstehen und
wirkungsvolle Maßnahmen zur Prävention zu finden. Hypertrophe Narben und
Keloide sind aufgrund hoher Rezidivraten und Komplikationen immer noch schwer
zu behandeln.
Es ist sinnvoller und auch effizienter Narben zu verhindern als sie zu behandeln.
Orale und fetale Wunden zeigen die Möglichkeit der narbenlosen Heilung auf.
Ein vielversprechender Schritt zu einer ungestörten Wundheilung scheint die
laserinduzierte Modulation von Hitzeschockproteinen und weiteren Signalmolekülen
zu sein. Präoperative Prävention durch Lasertherapie könnte in Zukunft für die
Vermeidung von Narben eine Rolle spielen.
1.1 Hitzeschockproteine
1.1.1 Die Hitzeschockprotein-Familien
Die Entdeckung der Hitzeschockproteine (Hsps) geht auf das Jahr 1962 zurück, in
dem RITOSSA (1962) an der Taufliege Drosophila melanogaster eine veränderte
1
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Genexpression nach Temperaturerhöhung feststellte. Dieser subletale Hitzeschock
führte durch die verstärkte Expression von mRNA zur Synthetisierung von Prote-
inen, die der Zelle Schutz vor einem erneuten Temperaturanstieg geben sollten
(TISSIÈRES et al., 1974). Dieses Phänomen der erworbenen Thermotoleranz
ermöglicht der Zelle das Anpassen an Temperaturveränderung und Überleben von
möglicherweise letalen Temperaturen, durch die Erhöhung vorher exprimierter Pro-
teine (LI und WERB, 1982; LINDQUIST, 1986). Durch die thermische Induzierbarkeit
wurden sie Hitzeschockproteine genannt. Spätere Forschungen ergaben weitere
endogene und exogene Faktoren für die Stimulation der Hsps (siehe Tabelle 1.1, S.
2). Aus diesem Grund wurden sie fortan auch als Stress-Proteine bezeichnet.
Bis heute sind sie in Prokaryonten, Hefen, Pflanzen als auch in Eukaryonten
Tabelle 1.1 Mögliche Faktoren für die Expression von Hsp (modifziert aus KIANG)
Physiologisch Pathologisch Umweltbedingt Erkrankungen
Zellteilungszyklus Virusinfektion Hitzeschock Alzheimer
Wachtumsfaktoren Bakerielle Infektion Schwermetalle Parkinson
Zelldifferenzierung Parasiteninfektion Strahlung Chorea Huntigton







derartige Proteine gefunden worden (u.a.HICKEY und WEBER (1982); LEMAUX et al.
(1978); KELLEY und SCHLESINGER (1978)). Die deutlichen Übereinstimmungen
der Gensequenzen innerhalb dieser verschiedener Spezies zeigen die essentielle
Rolle dieser Proteine im Lauf der Evolution.
Ihrem Molekulargewicht (kDa) und Sequenzhomologien entsprechend werden
Hsps in 6 große Familien unterteilt: 1. HSP100-, 2. HSP90-, 3. HSP70- Familie, 4.
HSP60- (oder Chaperonine), 5. HSP40- (J-domain-Proteins) und 6. sogenannten
"small Hsps" (JOLLY und MORIMOTO, 2000). Zwischen den einzelnen Familien
gibt es deutlich Unterschiede bezüglich Struktur, Expression und Vorkommen.
Die Tabelle 1.2 zeigt eine Auswahl wichtiger im Säugetieren vorkommenden
Vertreter. Die Anzahl der bisher gefundenen Hitzeschockproteine, auch außerhalb
der Säugetierspezies, ist zahlreich und äußerst vielfältig.
2
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Unter Stressbedingungen, wie zum Beispiel Hitzeschock oder Gewebeschädigun-
gen, kommt es auf zellulärer Ebene u.a. zu Denaturierungen, Fehlfaltungen und
Synthesefehlern von Proteinen (RICHTER et al., 2010). Die erhöhte Synthese von
Hsps soll diese Schädigung minimieren bzw. verhindern und so das Überleben
der Zelle sichern. Aber auch durch kontinuierliche Expression dieser Proteine -
jedoch in deutliche geringeren Mengen - sorgt ihre zytoprotektive Wirkung unter
Normalbedingungen für die korrekte Synthese, Faltung und Transport von neu
hergestellten Proteinen (LINDQUIST, 1986).
Diese "Housekeeping"-Funktion reiht sie in die Gruppe der molekularen Chapero-
nen: Aus dem Englischen übersetzt bedeutet der Begriff "Anstandstandsdame".
LASKEY et al. (1978) führte diesen Namen ein, der später für Proteine verwendet
wurde, die bei der Strukturbildung von Proteinen assistieren und unerwünschte
Wechselwirkung mit anderen Proteinen verhindern, ohne dabei eine kovalente
Bindung einzugehen (ELLIS, 2006).
Wie aus der Tabelle 1.2 zu entnehmen haben die einzelnen Hitzeschockproteine
Tabelle 1.2 Klassifzierung wichtiger Familien von Hitzeschockproteinen
Familie ATP Chaperon Lokalisation Funktion
Hsp100 + Hsp104 Zytosol Thermoresistenz extremer Temperaturen
Proteindisaggregation zusammen mit Hsp70
Hsp90 + Hsp90 Zytosol Regulation der Signaltransduktion (u.a
Grp94 ER Steroidhormonrezeptoren, Proteinkinasen);
Trap Mitochondrium Proteinzerlegung; wichtig für Aktivierung
von eNOS-Synthese, Hitzeschockantwort
Hsp70 + Hsp70 Zytosol/Nukleus Regulation der Hitzeschockantwort; Funktion
Hsc70 Zytosol/Nukleus in der Signaltransduktion, intraorganellem
mtHsp75 Mitochondrium Transport, Zellzyklus und Proliferation;
BIP ER antiapoptotische Wirkung, zytoprotektiv
Hsp60 + Hsp60 Mitochondrium Import,Faltung und Stabilisation von
mitochondrialen Proteinen;
Hitzeschockantwort
Hsp40 Hdj1 Zytosol/Nukleus Cochaperon von Hsp70
Hdj2 Zytosol/Nukleus
sHsps Hsp27 Zytosol Stabilisierung von Mikrofilamenten;
Crystallin Zytosol antiapoptotisch; Verhinderung von
Hsp32 Zytosol Aggregation und Proteininaktiverung
bei Temperaturerhöhung
unterschiedliche Funktionsbereiche und -orte. Während des Wundheilungprozes-
ses und der Narbenbildung übernehmen vor allem Hsp70 und Hsp47 wichtige
3
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Aufgaben und konnten in erhöhten Konzentrationen nachgewiesen werden (siehe
Kaptiel 1.3 S. 6). Viele Studien haben gezeigt, dass das Hitzeschockprotein 70
(Hsp70-1b,Hsp70-1b; siehe Abschnitt1.2, S. 5) der wichtigste Biomarker für diese
Arbeit ist, da er am deutlichsten durch Laserbestrahlung hochreguliert wird und am
besten zu messen ist (SOUIL et al., 2001; CALDERWOOD und ASEA, 2002; CAPON
und MORDON, 2003; HELBIG et al., 2009, 2010a,b; PAASCH et al., 2014).
Aber auch andere Hitzeschockproteine und Signalmoleküle tragen zum Wund-
heilungsprozess bei, auf die im Kapitel 1.3 (S. 6) und 1.4 (S. 14) eingegangen
wird. Außerdem ist zu erwähnen, dass es Proteine anderer Familien gibt, die
hitzeinduzierbaren Eigenschaften eines Chaperons besitzen und daher auch zu der
Gruppe der Hitzeschockproteine zählen. Hsp47 fungiert als Kollagen-spezifisches
Chaperon, gehört aber zur Serpin-Familie (KAMPINGA et al., 2009).
1.1.2 Regulation der Hitzeschockantwort
1.1.3 Ursache und Folgen
Im Lauf der Evolution hat die Zelle Mechanismen entwickeln müssen Änderung in
ihrer Umgebung festzustellen und auf diese schlagartig zu reagieren. Die vielfälti-
gen Auslöser dieser Stress- bzw. Hitzeschockantwort lassen auf unterschiedlichste
Reaktionsmuster schließen. Jedoch ist bei allen diesen eine schädliche Ansamm-
lung denaturierter Proteine die Folge. Diese Veränderung in der Proteinhomöostase
wird allgemein als das primäre Startsignal für die Hitzeschockantwort gehalten
(MORIMOTO, 1998; VOELLMY und BOELLMANN, 2007). Somit scheint die Zelle
Temperaturen an sich nicht zu erkennen, sondern indirekt die damit verbunden
zellulären Schädigungen. Kürzlich wurde bei Menschen eine heat-shock RNA-1
(HSR-1) beschrieben, die wichtig für die Aktivierung der Hitzeschockantwort ist
und als mögliches RNA-Thermometer Temperatur direkt zu "messen" scheint
(SHAMOVSKY et al., 2006). Auch weitere Regulationsmechanismen stehen in der
Diskussion, die neben fehl-gefalteten Proteinen die Hitzeschockantwort beeinflus-
sen können (GIDALEVITZ et al., 2011). Bereits ein geringer Temperaturanstieg
aktiviert das Hsp-System (RICHTER et al., 2010). Bei steigender Temperatur und
Dauer hat der Hitzeschock darüber hinaus weitere zerstörerische Auswirkungen,
4
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die zu einem Arretieren des Zellzyklus, Stagnation von Wachstum und Proliferation
bis hin zum Absterben der gesamten Zelle führen können (WELCH, 1992; RICHTER
et al., 2010; WELCH und SUHAN, 1986; TOIVOLA et al., 2010; VOGEL et al., 1995;
COOTE et al., 1991; ASHBURNER und BONNER, 1979):
I Zerstörung des Zytoskeletts
I Ausfall intrazellulärer Transprozesse
I Zerfall des Golgiapperates und des ER
I Erhöhte Membranpermeabilität) Ab-
fall des ph-Werts und Veränderung
des Ionengleichgewichts
I Störung im RNA-Splicing Prozess und
Bildung von Stress-Granulaten im Zy-
tosol) Rückgang der Translation
I Rückgang der Zahl von Mitochondrien
) Abfall des ATP -Level
I Verlust der funktionsfähigen Organell-
Anordnung
Durch schnelle und massive Expression von zyptoprotektiven Proteinen versucht
die Zelle diesen Veränderungen entgegenzuwirken. Hitzeschockproteine wer-
den hierbei am stärksten synthetisiert. Auch weitere Proteine zeigen erhöhte
Level. Es sind unter anderem Mitglieder des proteolytischen Systems, RNA-/DNA-
modifzierende und metabolische Enzyme sowie Zytoskelett-stabiliserende und
regulatorische Proteine (RICHTER et al., 2010). Dieser autonome Schutzmechanis-
mus wird hauptsächlich auf Ebene der Transkription durch den Hitzeschockfaktor
HSF1 eingeleitet (MCMILLAN et al., 1998; RICHTER et al., 2010).
1.2 Die Hsp70-Familie
Die Mitglieder der eukaryotischen Hsp70-Familie zeigen eine Übereinstimmung
der Gensequenzen von 60-78% untereinander und verglichen mit dem bakteriellen
Homolog zu Hsp70, DnaK (Escherichia Coli) immer noch von 40-60%(KIANG,
1998). Diese Übereinstimmung macht sie zu den bestkonservierten Proteinen in
der Evolution. Mindestens 13 homologe Hsp70-Proteine gibt es im menschlichen
Organismus, die sich durch ihr Expressionverhalten, subzelluläre Lokalisation
und einige Aminosäuresequenzen unterscheiden lassen (DAUGAARD et al., 2007).
Tabelle 1.2 (S. 3) hat bereits die wichtigsten Mitglieder vorgestellt. BIP, Hsc70,
mthsp75 tragen mit ihren unerlässlichen Funktionen für das ordnungsgemäße
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Funktionieren der Zelle bei und stellen drei wichtige kontinuierlich synthetisierte
Mitglieder der Hsp70-Familie dar. Ohne sie wäre kein Leben möglich.
1.2.1 Hsp70
Hsp70-1a und Hsp70-1b stimmen in ihrer Aminosäuresequenz zu 99% überein
und wirken synergistisch, weswegen sie auch zusammengefasst Hsp70-1 genannt
werden. HSp70-1a wird allein betrachtet aber auch Hsp72 genannt und ist deutlich
besser erforscht. Hsp70-1 kommt im Zytosol, Nukleus und Lysosomen aller Zellen
vor. Unter Normalbedingungen wird es in geringen Mengen vermehrt während
der G1- und S-Phase des Zellzyklus gebildet, ist hierbei aber nicht essenziell.
Zellen ohne Hsp70-1 sind überlebensfähig und fertil, zeigen aber deutliche erhöhte
Sensibilität gegenüber Stresseinflüssen wie zum Beispiel Hitze, Gewebeschä-
digungen oder UV-Licht (Tabelle 1.1, S. 2). Stress ist der stärkste Stimulus für
Hsp70-1 und von allen Hsps wird es am stärksten exprimiert (bis zu 20-fach)
(JOLESCH et al., 2012; KIANG, 1998). Dort ist die Wirkung des hochgregulierten
Hsp70-1 unverzichtbar, da das normale Level an Hsps nicht ausreichend ist den
zellschädigenden Auswirkungen entgegenzuwirken. Durch seine Lokalisation auf
der luminalen Seite der Lysosomen, kann es auch vor Stressfaktoren schützen, die
keine Proteindenaturierung verursachen (z.B. TNF-↵, Glukosemangel, Doxorubicin)
und verringert so den apoptotischem Zelltod (MAYER und BUKAU, 2005). Auch
in Tumoren wurde vermehrt Hsp70-1 gefunden, scheint hier jedoch mit erhöhter
Malignität und Therapieresistenz in Verbindung zu stehen.
1.3 Wundheilung und Narbenbildung
Die Haut als Grenzorgan hat die wichtige Aufgabe, den Körper vor äußeren
Einflüssen zu schützen. Durch operative Eingriffe oder Verletzungen wird diese
Schutzzone durchbrochen. Der Körper versucht rasch die verlorene Integrität durch
Regeneration oder Reparatur wiederherzustellen. Sind nur die oberen Schichten
der Epidermis betroffen, kann der Körper die narbenlose Wiederherstellung von
verlorenem Gewebe erreichen. Diese Regeneration wird als restitutio ad integrum
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beschrieben, der vollständige morphologische und funktionelle Ersatz des ursprüng-
lichen Gewebes. Schwieriger wird die Regeneration bei Traumen mit Gewebeverlust
unterhalb des Stratum basale. Es kommt zu einer Reparatur (reperatio) mit Bildung
von Narbengewebe, das sich vom zugrunde gegangenem Gewebe unterscheidet.
Es bildet sich eine dauerhafte Schwachstelle. Die Hitzeschockantwort und vorallem
die Expression von Signalmolekülen wie z.B. Hsp70, TGF-  und Hsp47 spielt in
Wundheilungsprozessen eine wichtige Rolle (Abschnitt 1.3.3, S.9 und 1.3.4, S.
11).
1.3.1 Oberflächliche Wundheilung
Die Wundheilung lässt sich in drei zeitlich und räumlich überlappende Phasen
unterteilen: Enzündungsphase (Inflammation), Proliferationsphase (Wachstum) und
Umbauphase (Remodeling). Die Terminologie sowie die genaue Einteilung dieses
dynamischen Vorgangs wird in der Literatur teilweise nicht einheitlich angegeben.
Die Entzündungsphase: Durch Konstriktion von Blutgefäßen, Aktivierung der Ge-
rinnungskaskade und Ansammlung von Thrombozyten erfolgt innerhalb von
Minuten die Hämostase und der provisorische Verschluss der Wunde. Durch
chemotaktische Faktoren und vasoaktive Mediatoren werden Granulozyten,
Makrophagen - entstanden aus Differenzierung und Aktivierung von Mono-
zyten - und Bindegewebszellen in das Wundareal geleitet (MARTIN, 1997).
Neutrophile Granulozyten und Makrophagen beseitigen durch Phagozytose,
Bildung von Sauerstoffradikalen und Exsudation Fremdkörper, Bakterien
und nekrotisches Gewebe aus der Wunde (FERGUSON und O’KANE, 2004).
Hochpotente Proteasen sorgen für ein endogenes Debridement. Zusammen
mit Thrombozyten setzen Neutrophile und Makrophagen Wachstumfaktoren
und proinflammatorische Zyktokine frei (wie zum Beispiel TGF-↵, TGF- ,
PDGF, VEGF, IL-1, TNF-↵) und bereiten so die Proliferationphase vor (u.a
Fibroblastenproliferation und Angiogenese) (SCHEITHAUER und RIECHEL-
MANN, 2003; GURTNER et al., 2008). Diese Prozesse können einige Tage
anhalten und zeigen sich klinisch durch Austritt von Blut und Lymphe, sowie
den typischen Entzündungszeichen (Schmerz, Schwellung, Rötung).
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Die Proliferationsphase: Diese Phase, auch Granulationsphase genannt, zeichnet
sich durch Angiogenese, Bildung von Granulationsgewebe, Wundkontraktion
und Reepithelisation aus (GURTNER et al., 2008; YOUNG und MCNAUGHT,
2011). Fibroblasten wandern über das in der Blutgerinnung entstandene
Fibrinnetz in die Wunde ein und beginnen Komponenten der extrazellu-
lären Matrix (v.a. Prokollagen, Kollagen, Fibronektin, Hyaluronsäure) zu
synthetisieren. Granulationsgewebe (erkennbar ab dem 4. Tag), ein ge-
fäßreiches Stroma, bildet sich aus Makrophagen, Fibroblasten und dem
lockeren Bindegewebe und ersetzt schrittweise die Fibrin-Matrix. Parallel
dazu ermöglichen zelluläre Änderung (u.a. Umstrukturierung von Hemi-
desmosomen, Desmosomen und Aktinfilamente) Keratinozyten horizontal
über das entstandene Granulationsgwebe zu wandern, um die epidermale
Schicht wiederherzustellen (Reepithelisation; Beginn bereits wenige Stunden
nach Verletzung) (SCHEITHAUER und RIECHELMANN, 2003; GURTNER et al.,
2008). Einsprießende Kapillarschlingen (Angioneogenese) sicheren eine
ausreichende Nährstoffversorgung. Die Kontraktion der Wundränder verstärkt
sich durch Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblasten (TOMASEK
et al., 2002).
Die Umbauphase: Die in der Proliferationsphase begonnene Kollagensynthese
(Typ I, Typ III und Typ V-Kollagenfibrillen) wird in dieser Phase vollendet.
Durch weiteren Abbau von Proteoglykane und Glykoaminoglykane mithilfe
von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) wird Platz für das neu entstehende
Kollagen geschaffen. Induktoren der Kollagensynthese sind TGF-  und IL-1
(MARTIN, 1997; HANTASH et al., 2008). Limitierend auf die Kollagensynthese
durch Unterdrückung der Fibroblastenaktivität wirken die Prokollagen-Matrix
selbst und IFN- . Diese regulieren die Zahl der Fibroblasten durch Apoptose
herab, sobald Kollagen in ausreichenden Maßen gebildet wurde. Kollagen III
wird schrittweise durch Kollagen I ersetzt (SCHEITHAUER und RIECHELMANN,
2003; GURTNER et al., 2008). Auch noch nach Jahren ist durch Matrix-
Metalloproteasen eine Umstrukturierung von Kollagenfasern möglich (DONG
et al., 2008; LI et al., 2014). Dieser Prozess - als Remodeling bezeichnet -
wird durch ein stabiles Gleichgewicht zwischen MMPs und deren Inhibitoren
(TIMPs) reguliert (SCHEITHAUER und RIECHELMANN, 2003). Das entstandene
Narbengewebe ist ein faserreiches, zell- und gefäßarmes Bindegewebe ohne




Bei der Reparatur der Haut ist eine Narbenbildung obligat. Anfangs ist die unreife
Narbe erhaben, rötlich gefärbt und begleitend können Juckreiz oder Schmerzen
auftreten. Durch Wundkontraktion, Straffung des Bindegewebes und Rückgang der
Gefäßdurchblutung sinkt die Narbe ein, verblasst und wird schmerzlos (BAISCH
und RIEDEL, 2006). Diese komplikationslose Reifung ist innerhalb von 6-12 Monate
beendet. Die ideale Narbe zeichnet sich durch eine feine, normal pigmentierte Linie
ohne Konturunregemäßigkeiten und Kontraktur aus und verzieht die benachbarten
Strukturen nicht (BAISCH und RIEDEL, 2006). Faktoren für eine Störung dieser
idealen Narbenheilung sind u.a. Alter, Geschlecht, Lokalisation, Hautpigmentie-
rung und genetische Konstellation. Hierdurch bedingt können sich hypertrophen
Narben und Keloiden entwickeln. Die hypertrophe Narbe zeichnet sich durch eine
Proliferation von Bindegwebe innerhalb der Narbengrenzen aus (ALSTER und
TANZI, 2003). Eine deutlich Rötung, ggf. auch Juchreiz und Schmerzen sind oft
vorhanden. Eine langsame Rückbildung der Narbe ist innerhalb von 2 Jahren
möglich. Keloide hingegen sind gutartige Bindegewebsproliferationen weit über
die Narbengrenzen hinaus und im aktiven Zustand durch ein fortschreitendes
Wachstum erkennbar. Spontane Rückbildungen sind äußerst selten (BRAN et al.,
2009; ALSTER und TANZI, 2003). Nicht nur ihre derbe, wulstige und stark gerötete
Struktur zusammen mit Druckschmerz und Juckreiz stellen für den Patienten eine
funktionelle Beeinträchtigung dar, sondern auch durch tumorartige Wucherung eine
oft erhebliche kosmetische Störung.
Hypertrophe Narben, Keloide und normale Narben unterscheiden sich des weiteren
auch in der Anordnung der Kollagenfaserbündel, erhöhtem Verhältnis von TypI
zu TypIII Kollagen und Zahl der Myofibroblasten (BRAN et al., 2009). Die Anwe-
senheit von Hitzeschockproteine entscheidet maßgeblich über den Verlauf der
Wundheilung.
1.3.3 Einfluss der Hitzeschockproteine
Während der Wundheilung übernimmt Hsp70 als molekulares Chaperon die wichti-
ge Aufgabe den Reparaturprozess zu organisieren und zu unterstützen. Nur einige
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Aufgaben und Eigenschaften sind bis jetzt erforscht.
In den ersten 5 Tagen konnten KEAGLE et al. (2001) einen Anstieg der Hsp70-
Konzentrationen in normalen Wunden von Ratten feststellen. Weitere Studien
bestätigen dies (MAYTIN, 1995; LAPLANTE et al., 1998; ATALAY et al., 2009). In
chronischen Wunden hingegen sind die Hsp70-Konzentration sehr gering (ZHOU
et al., 2008). Nach Lasertherapie kommt es jedoch zu einem deutlichen Hsp70-
Anstieg (ZHOU et al., 2008). Auch chronische Wunden von diabetischen Mäusen
zeigen eine langsamere und geringere Hsp70-Expression (SHUKLA et al., 1998;
MCMURTRY et al., 1999). Im Gegenteil dazu konnte in stark proliferierendem
Keloidgeweben eine Überexpression von Hsp70 dargestellt werden (TOTAN et al.,
2011; LEE et al., 2013). Die Hitzeschockproteine 47 und 27 wiesen ebenfalls eine
starke Expression in Narbengewebe auf (CHEN et al., 2007; TOTAN et al., 2011;
LEE et al., 2013).
Durch seine Fähigkeit Wachstumsfaktoren (u.a. TGF- ) zu aktivieren übernimmt
Hsp70 eine weitere Schlüsselrolle im Wundheilungsprozess (RIFKIN und SHEPP-
ARD, 1999; KILANI et al., 2007; ARANY et al., 2007). Die wichtige Aufgabe des
TGF-  wird im folgenden Kapitel 1.3.4 (S. 11) beschrieben. TGF-  und Hsp70
modulieren sich gegenseitig. In umgekehrter Weise stimuliert TGF-  auch die
Hochregulation von Hsp70 (HELBIG et al., 2010a; TAKENAKA und HIGHTOWER,
1992; HELBIG et al., 2009, 2010b; CAPON und MORDON, 2003). Der Grund hierfür
scheint die durch TGF-  induzierte hohe Rate an neu synthetisierten Proteinen zu
sein, die während der Wundheilung und Narbenbildung entstehen (SOUIL et al.,
2001; CAPON et al., 2001; CAPON und MORDON, 2003) . Hierdurch erklärt sich die
hohe Hsp70-Konzentration im Narbengewebe.
Hsp70 interagiert zudem eng mit dem Prokollagen-spezifischen Chaperon Hsp47
(FAN et al., 2003). Hsp47 ist im endoplasmatischen Retikulum von Fibroblasten
lokalisiert. Es ist unter anderem in der Reifung von Kollagen I und IV beteiligt
und verhindert die Anordnung abnormalen Kollagens (NAGAI et al., 2000; NAGA-
TA, 1998; VERRICO et al., 2001). Hochregulation von Hsp47 nach Hitzeschock
scheint die vermehrt benötigte Kollagensynthese während des Heilungsprozesses
sicherzustellen. Ob die hohen Level von Hsp47, die in Keloiden gefunden wurden
zu einer exzessiven Ansammlung von Kollagen führen oder ob sie die Folge
der übermäßigen Kollagensynthese sind, konnte noch nicht abschließend geklärt
werden (TOTAN et al., 2011; CHEN et al., 2011). Denn ebenso wie Hsp70, kann
auch Hsp47 durch TGF-  stimuliert werden (SASAKI et al., 2002).
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Die Möglichkeit der laserinduzierten Hochregulation von Hitzeschockproteine wie
Hsp70 und Hsp47 erlaubt in den Wundheilungsprozess einzugreifen und der
Narbenbildung entgegenzuwirken. Die genauen Details des engen Zusammenspiel
von Hsp70,Hsp47 und TGF-  bleiben Gegenstand weiterer Forschungen.
1.3.4 Einfluss weiterer Signalmoleküle
Ein möglicher Mechanismus der Narbenbildung wird in einem Ungleichgewicht
zwischen Synthese und Abbau von extrazellulärer Matrix gesehen (GLIM et al.,
2013). Dieses lässt sich durch eine veränderte Wundheilung mit verlängerter und
verstärkter Entzündungsphase und deutlich gesteigerter Bildung von Narbengewe-
be bei gleichzeitig reduzierten Abbau von Kollagen- und Glykoproteinen erkennen
(BRAN et al., 2009; ALSTER und TANZI, 2003). Durch übermäßige Sekretion von
Wachstumsfaktoren und durch pro-fibrinogenen Zyktokinen angeregte Fibroblasten
sind die dominierenden Zellen des Narbengewebes. Hier sind unter anderem "epi-
dermal growth factor" (EGF), "platelt-derived growth factor" (PDGF) und "fibroblast
growth factor" (FGF) zu nennen.
Einen entscheidenden Beitrag zur Narbenbildung leistet auch der in drei Isoformen
vorkommende TGF- . Das während der ersten Phase der Wundheilung freigesetzte
TGF-  wirkt stimulierend auf die Synthese von extrazellulären Matrixbestandteilen
wie Fibronektin und Kollagen, die Transformation von Fibroblasten zu Myofibroblas-
ten und die Angiogenese (DESMOULIÈRE et al., 1993; SKINNER et al., 1996; CLARK
et al., 1997; SHAH et al., 2000). Seine eigene Produktion regelt es autokrin, was
zu seiner Überproduktion und zur Narbenbildung beizutragen scheint (SHAH et al.,
2000). TGF-  fördert die Expression von Gewebeinhibitoren der Metalloproteasen
(TIMPs) und reguliert gleichzeitig Proteasen (z.B. MMP) herunter. Die Folge ist
eine vermehrte Kollagenansammlung und Narbenbildung.
Eine Vielzahl von Studien konnten deutliche Unterschiede dieser drei TGF- 
Isoformen auf die Wundheilung feststellen.
Verstärkende Wirkung auf Fibrose und Narbenbildung haben vorallem TGF- 1
und TGF- 2 (SINGER und CLARK, 1999; LU et al., 2005). Shan und Kollegen
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(SHAH et al., 1992, 1994, 1995) konnten herausfinden, dass eine TGF- 1-TGF- 2-
Antikörperbehandlung an Hautwunden einer Ratte den Kollagen- und Fibronektion-
gehalt, sowie die Zahl der Blutgefäße und Makrophagen verringerte. Dabei bliebt
verglichen mit den Kontrollwunden die Belastbarkeit gleich und es konnte eine
deutliche Verbesserung der Kollagenfaserausrichtung beobachtet werden, deren
Anordnung der in normaler Dermis glich. Das Resultat war eine deutlich geringere,
nur schwer erkennbare Narbe.
Die durch Neutralisation von TGF- 1 und TGF- 2 entstandene relativen Erhöhung
von TGF- 3 scheint entscheidend zu diesem Ergebnis beizutragen (SHAH et al.,
1994). Auch andere Studien bestätigen, dass das relative Verhältnis der drei TGF- -
Isoformen wichtiger ist als deren absolute Zahl (SHI und MASSAGUÉ, 2003; KILANI
et al., 2007).
Anders als die ersten beiden Isoformen wirkt TGF- 3 der Narbenbildung entgegen.
Exogene Zugabe von TGF- 3 führte in der frühen Phase der Wundheilung zu den
gleichen Effekten wie unter TGF- 1-TGF- 2-Antikörperbehandlung und verringerte
deutlich die Narbenbildung (MARTIN, 1997).
Weitere Ergebnisse von LU et al. (2005) zeigen den Einfluss des Zeitpunktes
der TGF- 1,2,3-Neutralisation auf. Eine frühe Neutralisation der TGF-  Isomere
(innerhalb der ersten 2-5 Tage nach Wundheilung) führte zu einer Wundheilungs-
verzögerung und keiner Reduzierung der Narbenbildung. Eine neutralisierende
Behandlung zu einem späteren Zeitpunkt, an dem die Epithelisierung abgeschlos-
sen war, reduzierte die hypertrophe Narbenbildung deutlich. Sie schlussfolgerten
die wichtige Aufgabe der TGF- -Isomere in den ersten 5 Tagen der Wundheilung,
ohne diese ein maßgeblicher Stimulus für Hsp70, PDGF, bFGF und anderen
Zyktokine fehlen würde. Im späteren Verlauf der Wundheilung scheinen so die
TGF- -Isomere, inbesondere TGF- 1 und 2 zu einer vermehrten Narbenbildung
zu führen.
Ähnliche Ergebnisse erhielten auch SCHMID et al. (1998). Die anfänglich erhöhten
Konzentrationen dieser beiden pro-fibrotischen TGF- -Isoformen sank deutlich im
Verlauf einer normal fortschreitenden Wundheilung. Im Granulationsgewebe von
hypertrophen Narben konnten sie bis zu 20 Monate nach Verwundung nachge-
wiesen werden. WANG et al. (2000) konnten im Vergleich zur normalen Haut eine
fünffach erhöhte Expression von TGF- 1 mRNA in hypertrophen Narben feststellen.
LEE et al. (1999) zeigten in einem in-vitro Modell erhöhte Level von TGF- 1 und
TGF- 2 in Keloid-Fibroblasten, wohingegen TGF- 3 mit der Konzentration normaler
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Haut vergleichbar blieb. Zudem vermindert TGF-  die Apoptoserate in Keloiden,
was zu einer erhöhten Ansammlung extrazellulärer Bestandteile führt (CHIPEV
et al., 2000; SHIH et al., 2010). TGF-  induziert die verstärkte Differenzierung
zu Myofibroblasten (VAUGHAN et al., 2000). Eine verminderte Apoptose von
Myofibroblasten nach Wundschluss wird gegenwärtig für eine überschießende
Narbenbildung mitverantwortlich gemacht (TOMASEK et al., 2002).
Auch Untersuchungen an fetalen und oralen Wunden bestätigen diese Studien.
Beide besitzen die Eigenschaften ohne Narbenbildung auszuheilen. Wunden der
oralen Mukosa haben eine höhere Expression an TGF- 3 (SCHREMENTI et al.,
2008). Seine Konzentration bleibt länger erhöht als in dermalen Wunden (MERAN
et al., 2008; ESLAMI et al., 2009). TGF- 3 scheint zudem die anderen beiden
Isoformen herunter zu regulieren (SCHREMENTI et al., 2008; MAK et al., 2009).
Auch die Entzündungszeichen sind deutlich niedriger als in dermalen Wunden
(WILGUS, 2008).
Fetale Wunden heilen in ähnlicher Weise. Die wichtigsten Unterschiede zum adulten
Wundheilungsprozess sind wie folgt (WHITBY und FERGUSON, 1991; SHAH et al.,
1992; ESTES et al., 1994; OLUTOYE et al., 1996; MACKOOL et al., 1998; DANG et al.,
2003; FERGUSON und O’KANE, 2004; LARSON et al., 2010; NAMAZI et al., 2011;
WULFF et al., 2012):
I Höhere Verhältnis von TGF- 3 zu
TGF- 1 und TGF- 2
I Höhere Level an Hyaluronsäure
I Höheres Verhältnis von Kollagen Typ
III zu I
I Höheres Verhältnis von MMP zu TIMP
I Niedrigere Level von PDGF, FGF
I Höhere Level an VEGF
I Geringe Entzündungsrate (IL-6/IL-8 #)
I Schnellere Reepithelisierung
Die Fähigkeit des Fetus zur narbenlosen Heilung verringert sich mit der fortschrei-
tenden Reifung der zellulären Immunantwort stetig, bis sie völlig versiegt und die
Narbenbildung überwiegt (FERGUSON und O’KANE, 2004). Die genauen Ursachen
konnten bisher nicht geklärt werden.
Eine frühzeitige epitheliale Barriere scheint sich ebenfalls positiv auf die Narben-
bildung auszuwirken und die Entzündungerscheinungen zu verringern. Mehrere
Studien zeigten, dass ein Entzündungsprozess die narbenfreien Heilung negativ
beeinflusst (MCCALLION und FERGUSON, 1988; YANNAS et al., 2007; ASHCROFT
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et al., 1999; MARTIN et al., 2003; MORI et al., 2006). Bei Zugabe von Bakterien in
fetale Wunden kam es zu einer entzündlichen Reaktion ähnlich wie bei postnatalen
Wunden (FRANTZ et al., 1993). In umgekehrter Weise konnte eine Reduzierung der
Entzündung in adulten Wunden die Narbenbildung verringern (ASHCROFT et al.,
1999). Durch Neutralisierung von TGF- 1 konnte bei Mäusen ein beschleunigter
epithelialer Wundschluss festgestellt werden (ASHCROFT et al., 1999; KOCH et al.,
2000).
Auch Matrix-Metallproteasen sind ein wichtig Bestandteil der organisierten Wund-
heilung. Ihr Fehlen oder ihre Verminderung führt zu einer ungeordneten Wunde
(ARUMUGAM et al., 1999; TORISEVA et al., 2007). TGF- 1 reduziert die Expession
von MMPs. Daher sind ihre Konzentrationen in Keloide und hyperthropen Narben
verringert. Narbenlose Wunden haben ein höheres Verhältnis von MMP zu TIMP
(DANG et al., 2003). Besseres Remodelling und einer verringerten Ansammlung
von Kollagen sind die Folgen (COLWELL et al., 2003).
Das Ziel wäre die Manipulation adulter Wunden hin zur narbenlosen fetal- bzw. oral
Wundheilung (WHITBY und FERGUSON, 1991). Die laserinduzierte Hitzeschockant-
wort zeigt einige vielversprechende Ansätze.
1.4 Zelluläre Auswirkungen der Lasertherapie
Die im Kapitel 1.3.3 (S. 9) und 1.3.4 (S. 11) beschrieben molekularen Veränderun-
gen der normalen und abnormalen Wundheilung scheinen sich durch laserindu-
zierten Hitzeschock in die anti-fibrotische Richtung zu verschieben. Das genaue
Zusammenspiel dieser Veränderungen ist noch nicht vollständig erforscht. Einige
Studien konnten bereits erste Auswirkungen der Lasertherapie festhalten.
Lasertherapie führt zu einer deutlichen Hochregulation von Hitzeschockproteinen
(u.a. Hsp70, Hsp47), die in Kapitel 4.2 (S. 82) dargestellt werden. Zudem scheint
Lasertherapie das TGF-  Expressionsprofil zu verändern (CAPON et al., 2001;
CAPON und MORDON, 2003).
ARANY et al. (2007) zeigten die Aktivierung von TGF-  1 und TGF-  3 in vitro nach
Laserbeschuss. In einem in-vivo Versuch konnten sie einen direkten Anstieg von
TGF-  1 erkennen. TGF-  3 wurde erst 14 Tage nach Laserbeschuss detektiert
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(TULI et al., 2006; ARANY et al., 2007). Sie verglichen laserbehandelte Wunden
und normale Wunden. Die Laserbehandlung zeigte ähnliche Effekte wie exogen
zugeführtes TGF- ; unter anderem eine erhöhte Synthese von Matrixprotein
wie Fibronektin und Kollagen, Myofibroblastentransformation und Expression von
Hsp70/Hsp47 (ARANY et al., 2007; CLARK et al., 1997; SKINNER et al., 1996;
DESMOULIÈRE et al., 1993; WULFF et al., 2012; SOUIL et al., 2001; TAKENAKA und
HIGHTOWER, 1992). Zudem scheint sich durch den Hitzeschock das Verhältnis der
drei TGF- -Isoformen zu verändern und sich somit positiv auf den Prozess der
Narbenbildung auszuwirken (GOSSÉ et al., 2009).
TGF-  zeigte die höchste Expression zwischen Tag 1 und Tag 3. Es stimmt mit
den Beobachtung von anderen Studien überein, die ebenfalls eine laserinduzierte
Hochregulierung von TGF-  zeigen konnten (TULI et al., 2006; ARANY et al., 2007;
HELBIG et al., 2010a).
Auch Hsp47 kann durch Lasereinwirkung induziert werden (HELBIG et al., 2009;
SAJJADI et al., 2013). Weitere Studien zeigten ebenfalls eine Hochregulierung von
Hsp47 ab dem 4.- 7. Tag nach Laserbehandlung mit Maxima zwischen Tag 5 bis
Tag 28 (XU et al., 2011; KEAGLE et al., 2001; SAJJADI et al., 2013). Die Hsp47-
Konzentration war bis zu 3 Monate erhöht (VERRICO et al., 2001; HANTASH et al.,
2007b,a; LAUBACH et al., 2006; BROWN et al., 2007). Nach 14 Tagen fand innerhalb
der Microscopic Treatment Zone (MAZ) ein Austausch mit neu synthetisiertes Pro-
kollagen III statt. Eine weitere Studie zeigte die Hochregulierung von Prokollagen I
und Prokollagen III. Deren mRNA-Level erreichten 21 Tage nach Laserbehandlung
ihren Höhepunkt und blieben 6 Monate erhöht (OBERRINGER et al., 1995). Die
Hsp47-Hochregulierung steigt parallel zur Aktivität der Kollagenformation (KURODA
et al., 1998; FAN et al., 2003; WANG und LI, 2009).
Nach Laserbehandlung stiegen die mRNA-Level von MMP-1,MMP-3,MMP-9 und
MMP-13 (OBERRINGER et al., 1995). Zusätzlich konnten HELBIG et al. (2009) einen
steigende Anzahl Makrophagen und Riesenzellen (CD3, CD20) in der Umgebung
der MAZ feststellen, die wichtig für das Ersetzen der Nekrosezone sind. WILMINK
et al. (2009) zeigte, dass die Laserbehandlung den Blutfluss erhöht und somit mehr
Makrophagen und andere Mediatoren die Wunde erreichen. Das Resultat sei ein
besseres Wunddebridement, eine geringere Entzündung und erhöhte Stimulation




Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Wirkung dreier ausgewählter Laser-
systeme auf die Expression des Hitzeschockproteins 70 darzustellen. Dafür wurden
immunhistochemisch gefärbte Gewebeproben von unabhängigen Untersuchern
bewertet und die Ergebnisse anschließend statistisch bearbeitet.
Dies geschah vor dem Hintergrund, das Hsp70 eine wichtige Rolle bei der
Narbenbildung zukommt und der sensibelste Biomarker der Hitzeschockantwort
ist. Hypertrophe Narben und Keloide sind häufige Komplikationen nach chirurgi-
schen Eingriffen. Die Hochregulation dieses Hitzeschockproteins vor und nach
chirurgischen Eingriffen scheint mit einer Verminderung der Narbenbildung in
Zusammenhang zu stehen.
Diese Studie soll Grundlage für weitere in-vivo Untersuchungen sein. Sie soll
den optimalen Zeitpunkts des Lasereinsatzes und die wirksamste präoperative
Parametereinstellung aufzeigen.
1.6 Fragestellung
Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:
1. Welches der ausgewählten Lasersysteme erzeugt die höchste Hsp70-Expression?
An welchem Tag wird dieser Anstieg erreicht?
2. Unterscheiden sich die Lasersysteme hinsichtlich ihrer induzierten Hsp70-
Expression untereinander?
3. Zeigen die Hautschnitte thermale Schädigungen?
4. In wie weit lassen sich die Ergebnisse mit anderen Studien vergleichen?
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2 Material und Methoden
2.1 Studiendesign und Ablauf
Es wurde die räumlich-zeitliche Expression des Hitzeschockproteins 70 (Hsp70)
nach Applikation dreier unterschiedlicher Lasersysteme in-vitro untersucht. Auf-
grund der Schwierigkeit einer in vivo Durchführung in diesem quantitativen Ausmaß
wurde ein humanes Hautexplantatmodell verwendet. Es versucht die Lücke zwi-
schen in-vivo Untersuchungen und in vitro Experimenten zu schließen, um eine
möglichst genauen räumlich-zeitlichen Effekt auf die Hautproben darzustellen.
Das verwendete Explantatmodell wurde bereits erfolgreich in vorangegangen
Untersuchungen eingesetzt (HELBIG et al., 2010a,b; PAASCH et al., 2014; HELBIG
et al., 2009).
Die humanen Hautproben wurden im Rahmen von routinemäßigen Hautoperationen
gewonnen und direkt nach der Entnahme ins Labor weitergegeben.
Die Hautexplantate eines jeden Probanden wurden mit den jeweiligen Laserein-
stellungen beschossen und unter sterilen Bedingungen in vier gleich große Stücke
unterteilt. Ein Stück der Hautprobe wurde vorab als nicht behandelte Kontrolle (K)
entnommen und in 4,0% Formaldehyd-Lösung (Formalin) fixiert.
Die vier gelaserten Proben sollen Tag 0 (d0), Tag 1 (d1) , Tag 3 (d3) und Tag 5
(d5) widerspiegeln. Tag 0 wurde direkt nach dem Lasern ebenso wie die Kontrolle
in 4,0% Formaldehyd-Lösung fixiert, wohingegen die anderen Proben in einem
Kulturmedium (DMEM, angereichert mit Streptavidin und 10% FKS) bei konstanten
36-37 C inkubiert wurden. Das Kulturmedium wurde täglich erneuert. Die Entnah-
me erfolgte an dem jeweils entsprechenden Tag und wurde schließlich auch in
4,0% Formaldehyd-Lösung fixiert. Die Fixierung erfolgte unter Raumtemperatur.
Die Grafik 2.1 (S. 18) soll die eben genannten Schritte veranschaulichen.
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Abbildung 2.1 Verarbeitung der Hautproben nach Protokoll
2.2 Probanden
Die Probanden der Studie stammten aus dem Patientengut der Abteilung für
Ästhetik- und Lasermedizin der Universitäts-Hautklinik Leipzig. Alle gaben ihr Ein-
verständnis für die weitere Verwendung ihrer Hautexplantate. Das Studienprotokoll
entsprach den ethischen Richtlinien der Deklaration von Helsinki (1975).
Insgesamt wurden 320 frische Hautproben von 52 Probanden (n=52) gesammelt
und bearbeitet. Das Patientenalter erstreckte sich von 12 bis 88 Jahre (Mittelwert
69,9 Jahre ± 13,3). 33 Probanden waren männlich (63%), 19 waren weiblich
(37%). Die Lokalisationen der Hautproben waren das Gesicht (n=195; 61%), der
Rumpf (n=65; 20%), die Beine (n=30; 9%), die Arme (n=15; 5%) und der Kopf
(n=15; 5%) (Grafik 2.2, S. 19).
Alle Probanden hatten einen Hauttyp der Fitzpatrickskala I-IV. Bei einigen Patienten
waren die Hautproben für zwei oder mehrere Versuchsreihen ausreichend. Es
wurden für jede Lasereinstellung unterschiedliche Hautproben verwendet, um das
Ergebnis nicht zu verfälschen.
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Abbildung 2.2 Alter der Probanden und Lokalisation
2.3 Laserprotokoll
Für diese Studie kamen drei verschiedene Laser zum Einsatz. Die Auswahl dieser
Systeme erfolgte unter anderem aufgrund der weiten Verbreitung und der bis jetzt
noch geringen Studienlage zu dieser Thematik.
1. 1.540 nm Er:Glass-Laser
[StarluxTM, Cynosure Inc. zuvor Palomar Medical Technology Inc., Westford, MA]
2. 755 nm Alexandrit-Laser
[ArionTM, Alma Lasers GmbH zuvor Quantel Derma, Erlangen, Germany]
3. 1.064 nm Nd:YAG-Laser
[MydonTM, Alma Lasers GmbH zuvor Quantel Derma, Erlangen Germany]
1. Der Er:Glass-Laser StarluxTM der Firma Palomar Medical Technology Inc., seit
kurzem zu Cynosure Inc. gehörend, wurde mit dem XF Microlens Handstück
betrieben. Das Lasersystem wurde für den Anschluss des XF Microlens Handstücks
modifiziert. Das XF Microlens sorgt für eine Wellenlänge von 1.540 nm und eine
fraktional nicht ablative Lasertherapie. Sein eigentlicher Einsatzbereich umfasst
unter anderem Striae, Aknenarben und chirurgische Narben. Die Spotgröße (Strah-
lendurchmesser) des Handstücks beträgt 15mm und die Hautexplantate wurden mit
zwei Passes (Durchgänge) gelasert. Die Pulsdauer wurde auf 15ms festgelegt. Die
Energiedichte wurde mit jeweils 40, 50 und 60 J/cm2 gewählt. Insgesamt wurden
17 Laserdurchgänge mit diesen Einstellungen ausgeführt. Die eingebaute Kühlung
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des Handstücks wurde durch einen minimalen Abstand zwischen diesem und dem
Hautexplantat deaktiviert. Da dieser Laser räumlich entfernt stationiert war, wurden
die Proben unter gleichen thermischen Bedingungen in einer Styroporbox transpor-
tiert. In Tabelle 2.1 (S. 20) sind die Durchläufe mit den jeweiligen Laserparametern
aufgeführt.
2. Der Alexandrit-Laser ArionTM der Firma Alma Lasers GmbH (zuvor Quantel
Derma GmbH - ehemals WaveLight Aesthetic GmbH) hat seine eigentliche Haupt-
indikation in der Haarentfernung, wird aber auch bei pigmentierten oder vaskulären
Hautveränderungen eingesetzt. Seine Wellenlänge beträgt 755 nm. In dieser Studie
wurde er im Epilationsmodus mit einem Strahlendurchmesser von 10mm betrieben.
Die Hautproben wurden mit einem Pass (Durchgang) behandelt. Die Energiedichte
und Pulsdauer wurden wie folgt ausgewählt: 15J/cm2 - 10ms , 20J/cm2 - 10ms,
30J/cm2 - 20ms, 30J/cm2 - 40ms (siehe Tabelle 2.1, S. 20). Insgesamt wurden 21
Laserdurchgänge mit diesen Einstellungen vorgenommen.
Tabelle 2.1 Überblick der ausgewählten Laserparameter
Laser Energie Pulsdauer Passes Spot ungelaserte Gelaserte Hautexplantate Total
(J/cm2) (ms) Kontrolle
K Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 5
Starlux 40 15 2 15 5 5 5 5 5 25
50 15 2 15 5 5 5 5 5 25
60 15 2 15 7 7 7 7 7 35
Arion 15 10 1 10 5 5 5 5 5 25
20 10 1 10 5 5 5 5 5 25
30 20 1 10 6 6 6 6 6 30
30 40 1 10 5 5 5 5 5 25
Mydon 20 10 1 10 6 6 6 6 6 30
20 50 1 10 5 5 5 5 5 25
30 50 1 10 5 5 5 5 5 25
40 50 1 10 5 5 5 5 5 25
50 50 1 10 5 5 5 5 5 25
Total - - - - 64 64 64 64 64 320
3. Der besonders bei vaskulären Hautveränderung, aber auch zur Haarentfernung
eingesetzte Nd:YAG-Laser MydonTM der Firma Alma Lasers GmbH arbeitet mit einer
Wellenlänge von 1.064 nm. Es wurde der Epilationsaufsatz mit einer Spotgröße
von 10mm verwendet. Die Hautexplantate wurden mit einem Pass gelasert. Die
Energiedichten waren 20J/cm2 mit 10ms Pulsdauer und 20, 30, 40, 50 J/cm2
mit jeweils 50ms Pulsdauer (siehe Tabelle 2.1, S. 20). Insgesamt waren es 26
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Laserdurchgänge. Die kühlende Wirkung des Ansatzstückes wurde durch einen
minimalen Abstand zwischen diesem und der zu lasernden Haut vermieden.
2.4 Laborprotokoll
2.4.1 Ablauf und Paraffinierung der Hautproben
Durch die Fixation mit 4,0% Formaldehyd wurden die zellulären Veränderungen
der Hautexplantate zum jeweils gewünschten Zeitpunkt festgehalten. Formaldehyd
ist ein proteinvernetzendes Fixativ. Es entstehen Proteinquervernetzungen und
Methylenbrücken. Formaldehyd stoppt die Autolyse und macht die Hautproben dau-
erhaft haltbar. Die einzelnen Proben wurden mindestens 1-2 Tage in Formaldehyd
durchfixiert. Die weiteren Arbeitsschritte im Labor bestanden aus:
1. Routine im Gewebeeinbettautomat
2. Herstellen von Paraffinblöcken
3. Herstellen von Gewebeschnitten
4. Entparaffinieren der Schnitte
5. Immunhistochemische Färbung
6. Hämatoxylin-Eosin-Färbung
7. Eindecken der Schnitte
8. Mikroskopieren und Fotografieren
der Schnitte
Die durchfixierten Proben wurden aus den Probegefäßen entnommen und zur
weiteren Bearbeitung in beschriftete Einbettkassetten gelegt. Nach Ablauf des
Gewebeeinbettautomaten ShandonTMExcelsiorTMES [Thermo Fisher Scientific Inc.]
(Protokoll 2.2, S. 22) wurden die fixierten, entwässerten und in Paraffin gebetteten
Hautproben zu Paraffinblöcken weiterverarbeitet. Hierbei wurde die Hautproben
mit 60 C heißen Paraffin unter Verwendung von Metalleinbettformen und der
Ausgießstation DDM P065 [MDS GmbH] ausgegossen. Die Einbettkassetten
fungierten hierbei nur als Träger des ausgehärteten Paraffinblocks und zum
erleichterten Einspannen in das Rotationsmikrotom [HM355s, Thermo Fisher
Scientific Inc.].
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2.4.2 Herstellung von Paraffinschnitten
Mit dem Rotationsmikrotom HM 355S [Thermo Fisher Scientific Inc.] wurde aus
den zuvor gekühlten (mind. 10 Minuten im Eisfach) Paraffinblöcken 4-6µm dün-
ne Gewebeschnitte hergestellt. Nach Streckung der Gewebeschnitte in einem
warmen Wasserbad erfolgte die Positionierung auf Adhäsionsobjektträger. Die
Proben wurden im Anschluss einige Zeit bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Vor
der immunhistochemischen Färbung mussten die Schnitte entparaffiniert und
rehydratisiert werden. Die Hitzevorbehandlung fand im Brutschrank bei 70 C statt.
Nach Abkühlung der Objektträger wurde das nachstehende Protokoll 2.3 für den
Entparaffinierungsvorgang verwendet.
Tabelle 2.2 Protokoll Einbettautomat
Reagenz Zeit(hh:mm)
1. Formalin 1:30
2. Alkohol 50% 1:00
3. Alkohol 100% 1:00
4. Alkohol 100% 1:00
5. Alkohol 100% 1:00
6. Alkohol 100% 0:30
7. Alkohol 100% 1:00












4. Alkohol 100% 0:05
5. Alkohol 96% 0:05
6. Alkohol 70% 0:05
7. Aqua dest. 0:05
2.4.3 Immunhistochemie
Nach Abschluss der vorangegangenen Schritte waren die Proben für die immunhi-
stochemische Färbung bereit. Die Immunhistochemie (IHC) stellt ein Verfahren dar,
um zelluläre Verteilung und Häufigkeit bestimmter Antigene in histologischen Ge-
webeschnitten sichtbar zu machen. Sie eignet sich für den spezifischen Nachweis
von Gewebe- und Zellantigenen. Die IHC basiert auf der Affinität von Antikörpern
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zu einer bestimmten Gewebeeigenschaft (Epitop= Spezifische Bindungsstelle für
eine Antikörper auf der Oberfläche eines Antigens) (LANG, 2006). Die ursprünglich
angewandte direkte Technik beruhte auf der Reaktion eines enzym-markierten
Antikörpers mit Gewebeantigenen.
Eine deutliche Steigerung der Sensitivität konnte durch Einführung neuer indirek-
ter Techniken erreicht werden. So wird bei der Zweistufenmethode der antigen-
gebundene Primärantikörper in Reaktion mit enzymgekoppelten Sekundäranti-
körpern gebracht. Noch genauere Ergebnisse lieferte schließlich die Dreistufen-
(Strept)Avidin-Biotin-Komplexmethode (ABC/SABC Methode) (HSU et al., 1981)
oder die Labelled Streptavidin/Avidin-Biotin-Methode (LAB/LSAB-Methode) (LANG,
2006). Letztere führt durch Verwendung zweier Antikörper zu einer Signalver-
stärkung und damit einem besseren Färbungsergebnis. Die IHC-Färbung der
Gewebeschnitte wurde mit dieser Methode durchgeführt.
LSAB-Methode
Die markierte (labelled) Streptavidin-Biotin-Methode basiert auf der hohen Affinität
von Streptavidin (Streptomyces avidinii) für das Vitamin Biotin. Streptavidin wie
auch Avidin besitzt 4 Bindungsstellen für Biotin. Unter Verwendung von Streptavidin
kommt es seltener zu unspezifischen Bindungen im Strepavidin-System als bei
Avidin (Hühnereiweiß) (BOENISCH und HENNE, 2003). Das Ergebnis ist eine
Verringerung unerwünschter Hintergrundfärbung. Die Streptavidin-Biotin-Bindung
ist eine der stärksten nicht kovalenten Bindungen, die in der Natur vorkommen
(BRANDT, 2013).
Die Reihenfolge der Reaktionsschritte beginnt mit der Applikation eines unkonjugier-
ten Primärantikörpers. Dieser reagiert mit einem biotinmarkierten Brückenantikör-
per ("biotinylierten" Sekundärantikörper). Hierauf folgt die Inkubation der Schnitte
mit der Tertiärreagenz, dem enzym-konjugierten Streptavidin. Streptavidin bindet
an die Biotinmoleküle des Sekundärantikörpers (LANG, 2006). Die geläufigsten
Enzymmarker hierfür sind die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase,
HRP) und die Alkaline Phosphatase. Zur Sichtbarmachung wird im Anschluss
eine Substrat-Chromogenlösung verwendet. Es bildet sich ein Farbstoffpräzipitat
am Ort der Antikörperbindung, dessen Farbe abhängig vom verwendeten Substrat
ist.
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Primärantikörper, Detection System und Chromogen
Es wurde ein monoklonaler Primärantikörper [Hsp70, Katalognummer AM289-5M,
Biogenex, Fremont, CA] verwendet. Dieser war vorverdünnt und gebrauchsfer-
tig. Die genaue Zusammensetzung und weitere Details sind in Tabelle 2.4 (24)
zusammengefasst. Er reagiert mit Hsp70-Proteinen in Formalin-fixierten, Paraffin-
eingebetteten Gewebeschnitten u.a vom Menschen und Rind und erkennt sowohl
die konstitutive (Hsp73) als auch die induzierbare Form (Hsp72). Monoklonale
Tabelle 2.4 Zusammensetzung und Details des verwendeten Primärantikörpers
Inhalt: Monoklonaler Maus-Antikörper aus Aszites-Flüssigkeit, verdünnt in PBS,
pH 7,6, enthält 1% BSA und 0,09% Natriumazid (AM289-5M, 6 ml, Ready-to-use)
Immunogen Klon Spezies Immungloblin Klasse Protein-Konz.
Rindehirn Hsp70 BRM-22 Maus IgG1 10-15mg/ml
Antikörper entstehen aus Zellklons, die auf eine einzige Plasmazelle (B-Lymphozyt)
zurückgehen und haben diesselben immunhistochemischen Eigenschaften. Sie
reagieren daher nur mit einem einzigen Epitop des Antigens, gegen welches sie
geschaffen sind. Polyklonale Antikörper stammen von verschiedenen Plasmazellen
und haben unterschiedliche immunhistochemische Eigenschaften. Sie erkennen
verschiedene Epitope auf der Oberfläche des Antigens.
Die Vorteile eines monoklonalen gegenüber einem polyklonalen Antikörper liegen
in der gleichbleibenden Qualität durch eine einheitliche Zusammensetzung des An-
tiserums, keine Reaktion unspezifischer Anitkörper, nur seltenen Kreuzreaktionen
und garantierter Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (LANG, 2006).
Nachteile monoklonaler Antikörper sind u.a. die hohen Anschaffungskosten und
die stärkere Abhängigkeit gegenüber äußeren Faktoren (z.B. pH-Wert). Bei sorg-
fältiger Auswahl und Verwendung des Antikörpers ist der monoklonale Antikörper
überlegen (LANG, 2006).
Das verwendete Detektionkit ist das Super SensitiveTM Link-Label IHC Detection
System [Katalognummer QA900-9L, Biogenex, Fremont, CA]. Die enthaltenen,
gebrauchsfertigen Reagenzien sind 1x 50ml Multilink R  (Mouse Link (HK335) und
Rabbit Link (HK3369) und 1x 50ml Alkaline Phosphatase Label. Dieses Link-Label
System verwendet die Streptavdin-Biotin-Technologie. Das Multilink R  setzt sich
aus biotinylierten Anti-Immunglobuline (Sekundärantikörper) verdünnt in PBS mit
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Carrierprotein und 0,09% Natriumazid zusammen. Das Label (Tertiärreagenz)
beinhaltet vorverdünntes, mit alkalischer Phosphatase konjugiertes Streptavidin in
PBS mit Carrierprotein und 0,09% Natriumazid (BIOGENEX, 2011).
Der gesamte Antikörper-Enzym-Komplex wird durch Inkubation mit einem chromo-
genen Substrat sichtbar gemacht. Die Enzymmoleküle (Tertiärreagenz) können
eine große Menge an Chromogen zu einem stabilen Farbstoff umsetzen. Es bildet
sich am Ort des Zielantigens ein fuchsinfarbiges Reaktionsprodukt.
Das verwendete New Fuchsin Substrate System [Code K0698, Dako North America,
Inc., Capinteria, CA] setzt sich aus verschiedenen Reagenzien zusammen (siehe
Tabelle 2.5, S. 25). Die gebrauchsfertige Substrat-Chromogen Lösung wird erst kurz
Tabelle 2.5 New Fuchsin System
a Tris Buffer Concentrate, pH 8,8
b Buffered Substrate Concentrate, pH 8,2
c New Fuchsin Solution in 2 N HCl
d Activating Agent in Aqua dest.
vor der Applikation auf die Gewebeschnitte vorbereitet und muss innerhalb von 30
Minuten verbraucht werden. Sie entsteht durch Mischen der angefertigten Substrat-
und Chromogenlösung (Tabelle 2.6 und 2.7). Zur Anfertigung der Substratlösung
Tabelle 2.6 Substratlösung
1. 2 Tropfen Tris Buffer Concentrate (a)
2. 1800 um Aqua dest.
3. 1 Tropfen Buffered Substrate Concentrate (b)
4. 100µl Levamisol
Tabelle 2.7 Chromogenlösung
1. 1 Tropfen New Fuchsin Solution (c)
2. 1 TropfenActivating Agent (d)
werden die 4 Komponenten in der angegebenen Reihenfolge in einem Einmal-
reagenzgefäß vorsichtig gemischt. Zur Substratlösung hinzugefügtes 0,0002mM
Levamisol [Dako North America Inc., Capinteria, CA] blockiert die Aktivität der
endogenen Phosphatase und verhindert somit deren unerwünschte Färbung (LANG,
2006). Die beiden Inhaltsstoffe der Chromogenlösung müssen genau 3 Minuten
in einem Einmalreagenzgefäß miteinander reagieren, bevor die Substratlösung
hinzupipettiert werden kann. Ein Tropfen aus den jeweiligen Flaschen entspricht
40µl.
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Protokoll Immunhistochemie
Die Immunhistochemische Färbung erfolgte anhand des nachstehenden Protokolls
2.8 (S. 26). Die optimale Inkubationszeit (1 Minute) des Antikörpers wurde im
Tabelle 2.8 Arbeitsschritte IHC-Färbung
Vorbehandlung der 1. 10 Minuten im Brutschrank bei 70 C
Gewebeschnitte 2. Abkühlung bei RT für 10 Minuten
3. Entparaffinierung gemäß Protokoll 2.3
IHC- Färbung 4. 10 Minuten in Aqua dest. bei RT
5. Umrandung des Schnittgewebes mit Wachstift
6. Aufreihen der Proben in feuchter Kammer
7. Inkubation der Proben mit Primärantikörper bei
RT in feuchter Kammer über Nacht
8. 3x 5 min waschen in PBS / 0,3 Tween
9. Multilink auf Gewebeschnitte, 20 min bei RT
in feuchter Kammer inkubieren
10. 3x 5 min waschen in PBS / 0,3 Tween
11. Label-Reagenz auf Gewebeschnitte, 20 min bei
RT in feuchter Kammer inkubieren
12. 3x 5 min waschen in PBS / 0,3 Tween
13. Ansetzen der Substratlösung während letzten
Waschgangs
14. Ansetzen der Chromogenlösung für exakt 3 Min.
15. Mischen der beiden Lösungen (13. + 14.)
16. Auftropfen der Substrat-Chromogen-Reagenz auf
Gewebeschnitte für genau 1 Min.
17. Abstoppen der Färbung mit Aqua dest.
Kernfärbung 18. Gegenfärben mit Hämalaun nach Meyer für 4 Min.
19. Abstoppen der Färbung mit Aqua dest.
20. In lauwarmen, fließendem Leitungswasser bläuen
Fertigstellung der 21. Eindecken der Schnitte mit Aquatex
Schnitte 22. Nach Trockung entfernen der Überreste
Vorhinein bestimmt. Die Inkubation der jeweiligen Arbeitsschritte fand unter Raum-
temperatur in einer feuchten Kammer statt. Diese bestand aus einer verschließba-
ren Styroporbox, ausgelegt mit feuchtem Zellstoff und 4 Glasrohren zum Lagern
der Objektträger. Es ließen sich dort 20 Gewebeschnitte pro Färbedurchgang
bearbeiten.
Dem PBS-Puffer [Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH, vorgegebene Rezeptur, pH 7,2-
7,4] wurde 0,3% Tween [Tween R 20, Carl Roth GmbH] zur effektiveren Säuberung
der Gewebeschnitte hinzugefügt. Nach jedem Waschvorgang wurde der erste
der drei PBS/Tween-Behälter ausgetauscht und durch eine saubere PBS/Tween-
Waschlösung ersetzt. Die Kernfärbung erfolgt 4 Minuten in Mayer´s Hämalaun [Dr. K.
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Hollborn & Söhne GmbH]. Abschließend erfolgte die Abdeckung der Gewebeproben
unter Verwendung von Aquatex [Merck KGaA] und 24x60mm Deckgläsern [Menzel
GmbH].
2.5 Dokumentation und Auswertung der
Gewebeschnitte
2.5.1 Erfassung der Gewebeschnitte
Nach immunhistochemischer Färbung der Gewebeschnitte wurden diese mit dem
Lichtmikroskop Olympus BX41 und der Olympus-Digitalkamera UC30 dokumentiert.
Die verwendete Objektivlinse war die Olympus UPLFLN 10x. Die dazu verwendete
Computersoftware war Cell F von der Olympus GmbH. Die Software wurde unter
automatischer Belichtung und Fokussuche benutzt. Der Weißabgleich erfolgte
ebenfalls automatisch. Der jeweilige Bildausschnitt wurde so gewählt, dass die
Epidermis horizontal im oberen Bildbereich lag.
2.5.2 Bewertungskriterien
Die gefärbten immunhistochemischen Schnitte wurden von vier Untersuchern
unabhängig ausgewertet. Ausschlaggebend für die Bewertung war die Epidermis
eines jeden Hautschnittes. Angefärbte Hautanhangsgebilde hatten keinen Einfluss
auf die Bewertung, wurden aber im Ergebnisteil (Kapitel 3, S. 32) erwähnt. Partiell
oder vollständig abgelöste Epidermis, die jedoch eine Färbung aufwies wurde
bewertet. In den nachfolgenden Kapiteln und in Tabelle 3.1 (S. 74) wurden diese in
der Kategorie "Epidermisablösung" statistisch erfasst.
Vollständig abgelöste und zerstörte Epidermis, deren ursprüngliche Zellanordnung
vollständig aufgehoben war, wurde als nicht auswertbar (Score X) gekennzeichnet.
Sie wurde in der Kategorie "Epidermiszerstörung" statistisch erfasst (Tabelle 3.1, S.
74).
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Die Bewertungsmöglichkeiten (Score) umfassten 0 (negativ), 1 (schwach), 2
(mäßig), 3 (stark) bis 4 (sehr stark) (SOUIL et al., 2001; HELBIG et al., 2009).
Zudem konnten auch Zwischenwerte mit .5 angegeben werden.
Der zu vergebene Score unterlag folgenden Bewertungskriterien:
I Farbintensität innerhalb der Epidermis
I Ausdehnung der Färbung über die vertikale Epidermis
I Ausdehnung der Färbung über die horizontale Epidermis
(a) Score 1 (b) Score 2
(c) Score 3 (d) Score 4
Abbildung 2.3 Beispiele zur Score-Vergabe
Das primäre Bewertungskriterium war die Färbung der Epidermis. Die Stärke
der Färbung spiegelt die Konzentration der Hsp70-Proteine in der Epidermis
wieder. Das grundlegende Farbspektrum umfasste aufsteigend in seiner Intensität
blassrosa (Abb. 2.3a), rosa (Abb. 2.3b), hellrot bzw. kräftig rosa (Abb. 2.3c), rot (Abb.
28
KAPITEL 2. MATERIAL UND METHODEN
2.3d). Ausgehend davon konnten farbliche Abweichungen in diesen Hauptspektren
mithilfe der Zwischenwerte angegeben werden.
Zum zweiten wurde auf eine durchgängige Färbung geachtet. Vor allem in der
vertikalen Ausdehnung wurde das Erreichen der Basalschicht der Epidermis als
Kriterium für die Vergabe eines der vier Hauptwerte als wichtig erachtet.
Drittens trug auch eine partielle Färbung oder großflächige Nichtfärbung der
Epidermis in horizontaler Ausrichtung zur endgültigen Wertung bei.
Die Abbildungen zeigen beispielhaft die Vergabe der Farbintensität. Abbildung
2.3a zeigt eine sowohl in vertikaler als auch in horizontaler Richtung vollständig
angefärbte Epidermis. Die Farbintensität ist mit blassrosa zu werten. Insgesamt
führt dies zu einem Score von 1. Ebenso zeigen die anderen Abbildungen 2.3b-2.3d
eine in beide Richtungen vollständig gefärbte Epidermis. Der Score wurde durch
die jeweils steigenden Intensitäten bestimmt.
2.5.3 Analyse
Von jedem Untersucher wurden die Auswertungen der einzelnen immunhistoche-
misch gefärbten Schnitte mit Excel 2013 [Microsoft Corp.] erfasst. Mit der Software
Statistica 12 [StatSoft GmbH] wurden die statistischen Analysen und die grafische
Darstellung in Form von Box-Whisker-Plots durchgeführt. Gemäß der Art und
Verteilung der Daten (untersucht mit dem Shapiro-Wilk-Test) wurden signifikante
Unterschiede in der räumlich-zeitlichen Hsp70-Konzentration durch parameterfreie
Test untersucht. Das Signifikantsniveau (Alphaniveau) lag bei 0,05.
Die Ergebnisse jeder einzelnen Parametereinstellung wurden zunächst mit den
Friedman-Test überprüft. Der Friedman-Test zeigt auf, ob sich in zwei oder mehr
verbundenen Gruppen die zentrale Tendenz unterscheidet. Liegt der ermittelte p-
Wert unterhalb des Signifikanzniveaus, kann davon ausgegangen werden, dass es
Unterschiede zwischen den Gruppen bzw. Messzeitpunkten gibt. Zur Überprüfung
welche der einzelnen Gruppen bzw. Messzeitpunkte sich signifikant voneinander
unterscheiden, kam als Post-Hoc-Test der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zur
Anwendung. Hierbei wurde vor allem die Kontrolle auf signifikante Unterschiede zu
den Tagen 1 und 3 untersucht. Des weiteren wurden die Tage 1 und 3 miteinander
verglichen.
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Zur Überprüfung, ob die Parametereinstellungen eines Lasersystems sich signifi-
kant in ihrer Hsp70-Expression unterschieden, kam der Kruskal-Wallis-Test zum Ein-
satz. Ein ermittelter p-Wert unterhalb des Signifikanzniveaus zeigte ein signifikanten
Unterschied an. Welche Parametereinstellung sich voneinander abgrenzten, wurde
mit dem Mann-Whitney-U-Test als Post-Hoc-Test untersucht. Die Überprüfung
erfolgte vor allem an Tag 1 und Tag 3.
Auf eine Korrektur des Fehlers erster Art (Alphafehler) wurde aufgrund der redu-




Deckgläser (24x60mm) Menzel GmbH
Einbettformen Carl Roth Gmbh + Co.KG
Einbettkassetten Carl Roth Gmbh + Co.KG
Einmalpipette 3ml Sarstedt AG & Co.
Einmalreakttionsgefäß 2m Merck KGaA
Mehrzweckgefäß Greiner Bio-One GmbH
Objektträger Superfrost Plus Menzel GmbH
Objektträgergefäß Sarstedt AG & Co.
Objektträgerständer Dako North America Inc.
Pinzette Carl Roth Gmbh + Co.KG
Pipettenspitzen 100/1000ul Sarstedt AG & Co.
Plastikgefäß (Falcon) Sarstedt AG & Co.
Probengefäß Sarstedt AG & Co.
Skalpell B. Braun AG
Stift Edding 8404 Edding AG
Styroporbox Inkubation Sarstedt AG & Co.
Styroporbox Transport Sarstedt AG & Co.





Olympus Cell F Olympus GmbH
Statistica 12 StatSoft GmbH
Texmaker Freeware
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Tabelle 2.11 Geräte
Geräte/Modell Hersteller
Absaugunganlage David Lüftungen Leipzig
Ausgießstation DDM P065 MDS GmbH
Brutschrank Heraeus B6 Thermo Fisher Scientific Inc.
Captair Chem Filtair 824 Erlab Inc.
Inkubator 4010 GFL GmbH
Kühlschrank Privileg Otto GmbH & Co KG
Olympus BX41 Olympus GmbH
Olympus UC30 Olympus GmbH
Paraffin-Streckbad 1052 GFL GmbH
Pipetten Reference Eppendorf AG
Rotationsmikrotom HM355s Thermo Fisher Scientific Inc.
Shandon Excelsior ES Thermo Fisher Scientific Inc.
Tauchbad HIR-3 Kunz Instruments
Tabelle 2.12 Chemikalien
Substanz Hersteller
Anti-Hsp70 [AM289-5M] BioGenex Laboratories Inc
Aqua dest. B. Braun AG
Aquatex Merck KGaA
DMEM Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ethanol Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH
Formaldeyhd 4% Otto Fischar GmbH & Co. KG
Fötales Kälberserum (FKS) Thermo Fisher Scientific Inc.
Levamisol [Code X3021] Dako North America Inc.
Mayer´s Hämatoxylin Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH
New Fuchsin Substrate System [Code K0698] Dako North America Inc.
Paraffin Carl Roth GmbH + Co. KG
PBS-Puffer (pH 7,2-7,4) Dr. K. Hollborn & Söhne GmbH
Super Sensitive Link Label IHC [Code QA900-9L] BioGenex Laboratories Inc
Tween 20 Carl Roth GmbH + Co. KG
Xylol Carl Roth GmbH + Co. KG
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3 Ergebnisse
3.1 Hsp70-Expression aller Gewebeproben
Die Grafik 3.1 (S. 33) zeigt den zeitlichen Verlauf der Färbungsintensität aller in
dieser Studie verwendeten Gewebeproben (n=320). Sie soll die Konzentration des
Hitzeschockproteins 70 (Hsp70) in der Epidermis unabhängig von den einzelnen
Lasersystemen und Parametereinstellungen darstellen und eine generelle Aussage
über die Induzierbarkeit des Hsp70 machen.
Die von den Untersuchern vergebenen Intensitäten reichten über den gesamten
möglichen Score von 0-4. Hautproben, denen kein Score zugeordnet werden
konnte, wurden mit Score X gekennzeichnet. In 73,1% (n=234) aller Gewebeproben
war eine Färbung sichtbar. Insgesamt wurden die Gewebeproben, wie in der Grafik
3.2 (S. 33)dargestellt, bewertet.
Insgesamt waren 42 Proben (13%) der 320 Gewebeproben nicht auswertbar.
Dieses betraf den 1.064-nm Nd:YAG Laser und 1.540-nm Er:Glass Laser sowie
die Tage 3 und 5. Die Epidermis der Hautproben war entweder vollständig vom
Objektträger abgelöst oder soweit zerstört, dass keine Auswertung mehr erfolgen
konnte. Prozentual waren 28,1% der Tag 3-Gewebeproben und 39% der Tag
5-Gewebeproben zerstört. Weitere Details dazu werden im den nachfolgenden
Kapiteln aufgezeigt.
In den Kontrollgruppen (n=64) erreichte der Score einen Wert von 0 bis maximal 1.
Die prozentuale Verteilung innerhalb der Kontrollen war 60% für den Score 0, 35%
für den Score 0,5 und 5% für den Score 1. Zum postoperativen "ungelaserten"
Zeitpunkt wiesen die einzelnen Hautproben somit nur eine geringe bis nicht
erkennbare Hsp70-Expression auf.
Die Grafik 3.3 (S. 34) zeigt die Bewertungsverteilung ohne die Kontrollgruppe
32
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Abbildung 3.1 Hsp70-Expression aller Gewebeproben im zeitlichen Verlauf (n=320)
(n=64). Das Ausklammern der Score 0-0,5-lastigen Kontrollgruppe sorgt für eine
prozentuale Anhebung der höheren Score-Bereiche. Die Grafik 3.3 (S. 34) erfasst
nur die gelaserten Proben und zeigt die Laser-bedingten Veränderungen auf. Die
häufigste Färbungsintensität ist im Bereich 0,5-2 erkennbar.
Die Grafik 3.1 (S. 33) zeigt im Allgemeinen eine rasche Hsp70-Expression bis hin
zum Maximum an Tag 1 und einen langsameren Abfall in den Folgetagen. Die
Kontrollgruppen haben in der Summe eine minimale bis nicht vorhandene Färbung
























Abbildung 3.3 Verteilung der einzelnen Bewertungen ohne Kontrollgruppen (n=256)
nach Lasereinwirkung (Tag 0). Ihr wurde im Mittelwert eine Färbungsintensität
von ⇠1,03 gegeben. An Tag 1 steigert sich diese auf eine Färbung von ⇠2,05. Im
Bezug auf alle Laserproben stellt Tag 1 den Höhepunkt der Färbungsintensität und
somit der Hsp70-Expression dar. Im Bezug auf die Kontrolle konnte eine 8-fach
höhere Färbung erreicht werden. In den nachfolgenden Tagen kommt es zu einer
Abnahme der Färbung. Sie bleibt aber deutlich über dem Kontrollwert. Tag 3 zeigt
mit ⇠1,7 nur eine minimal geringere Färbung als Tag 1. Die Farbintensität an Tag 5
sinkt weiter. Sie hat immer noch eine ⇠3-fach höhere Hsp70-Konzentration als die
Kontrolle.
Die nachfolgenden Abschnitte zeigen nun die Wirkung der einzelnen Laser und
Parametereinstellungen auf die Gewebeproben auf und welche Abweichungen es
untereinander und auch vom Gesamtergebnis gibt.
3.2 Hsp70-Expression nach Bestrahlung mit
1.540-nm Er:Glass-Laser
3.2.1 Hsp70- Expression aller 1.540-nm Gewebeproben
Für den 1.540 nm Er:Glass-Laser wurden insgesamt 85 Proben verwendet. Die
Grafik 3.4 (S. 35) zeigt den Verlauf der Färbungsintensität aller dieser Proben auf.
Die Hsp70-Expression zeigt einen steilen Anstieg bis Tag 1 und fällt schließlich
etwas flacher ab. 23 der 85 Gewebeproben (29,4%) waren nicht auswertbar. An
den Tagen 3 und 5 (n=34) dieses Lasers lag der Zerstörungsgrad der Epidermis bei
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73,5%. Die restlichen Tag 3- und Tag 5- Proben konnte nach Bewertungsprotokoll
eingeteilt werden. Des weiteren entstanden bei circa 28% nekrotische Zellen
in der Epidermis und bei circa 23,5% erfolgte eine partielle oder vollständige
Epidermisablösung.
Die Kontrolle zeigt einen mittleren Score von ⇠0,35. Vor Laserapplikation war somit
eine minimale Hsp70-Konzentration vorhanden. Tag 0 erreicht eine 3,2-fach höhere
Hsp70-Konzentration (⇠1,47) im Vergleich zur Kontrolle. Das Maximum zeigt sich
an Tag 1 mit einem Mittelwert von ⇠2,92. An Tag 3 sinkt er auf einen Mittelwert von
⇠1,77. Eine weiterhin erhöhte Hsp70-Färbung ist auch an Tag 5 zu erkennen. Der
Wert liegt über dem Score der Kontrolle und zeigt mit ⇠0,8 eine schwache Färbung.




3.2.2 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.540-nm, 40J/cm2
15ms
Insgesamt wurden 20 Gewebeproben mit diesem Laserparameter bearbeitet, 5
Proben dienten als Kontrolle. Er hat mit 40J/cm2 die geringste Energiedichte
unter den Er:Glass-Laser Einstellungen. Der Zerstörungsgrad der Epidermis war
80% am Tag 3 und 100% am Tag 5. In der Kontrolle, sowie am Tag 0 und
Tag 1 war die Epidermis vollständig erhalten. Die Grafik 3.5 (S. 37) stellt den
Verlauf der Färbungsintensität dar (p=0,008). 28% der Proben zeigten nekrotische
Zellen in der Epidermis. Bei 24% kam es zu einer partiellen oder vollständigen
Epidermisablösung. Der Standardfehler unter den einzelnen Tagen ist maximal
⇠0,31. Die Standardabweichung erreicht hierbei maximal ⇠0,7.
Die Kontrolle weist mit einem Score von ⇠0,37 eine minimale Färbung auf. Die
Grafik zeigt nach Laserbehandlung einen schnellen Anstieg. Tag 0 wird mit einen
mittleren Score von ⇠1,37 bewertet (p=0,043, Post-Hoc-Test). Tag 1 stellt mit
⇠2,8 den Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Konzentration dar (p=0,042, Post-
Hoc-Test). Sowohl Tag 0 als auch Tag 1 weisen somit ein signifikant höhere
Hsp70-Konzentration auf als die Kontrolle. Zwischen Tag 0 und Tag 1 konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (p=0,07, Post-Hoc-Test). Aufgrund
der nicht zu wertenden Epidermis lässt sich über Tag 3 nur bedingt und über
Tag 5 keine Aussage treffen. Tag 3 zeigt mit einem Mittelwert von ⇠1,62 eine
abnehmende Färbungstendenz. Sie liegt weiterhin über Tag 0.
Die Abbildungen 3.6(a)-(e) (S. 38) stellen eine mit diesen Einstellungen gelaserte
Gewebereihe dar (S. 38). Die Kontrolle 3.6(a) zeigt keinerlei Hsp70-Färbung,
sondern ausschließlich mit HE gefärbte Bereiche. Zu Erkennen sind Epidermis
und ein Teil der Dermis mit angeschnittenen Hautanhangsgebilden (*-Markierung)
und Blutgefäßen. Direkt nach Lasereinwirkung zeigt sich in einzelnen Schichten
der Epidermis eine leichte, blassrosa Färbung (Abb. 3.6.(b)). Sie ist durchgehend
homogen und weist keine stärker gefärbten Bereiche auf. Hautanhangsgebilde und
Blutgefäße weisen keine Hsp-70 Expression auf. Die mit Pfeilen markierte Region
kennzeichnet koaguliertes Bindegewebe ( -Markierung). Diese als Microscopic
Treatment Zone (MTZ) bezeichnete säulenartige Stelle stellt die Wirkung des
fraktionierten Laserstrahls dar.
An Tag 1 (Abb. 3.6(c)) zeigen Epidermis und Hautanhangsgebilde eine deutliche
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Abbildung 3.5 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.540-nm, 40J/cm2 15ms (n=25),
p=0,008
Hsp70-Expression. Die Epidermiszellen weisen eine kräftige Rotfärbung auf, eben-
so wie die Hautanhangsgebilde. Klar zu erkennen ist die MTZ ( -Markierung). In
diesem Bereich stellt sich eine beginnende Epidermisablösung dar ( -Markierung).
Vereinzelt kommen nekrotische Zellen vor.
Tag 3 (Abb. 3.6(d)) zeigt eine suprabasale Epidermisablösung ($-Markierung). Die
vereinzelten Überreste der Epidermis zeigen keine erkennbaren Strukturen und
keine Hsp70-Färbung. In der Dermis kam es zu einer bandförmigen Kollagendege-
neration und Zerstörung der Hautanhangsgebilde.
Die Hautprobe von Tag 5 (Abb. 3.6(e)) weist eine vollständige Epidermisablösung
auf. Es kam zu einer weiteren Zunahme der Kollagendegeneration. Es sind keiner
erkennbaren dermalen Strukturen übrig. Eine Hsp70-Färbung ist nicht zu sehen.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.6 Ausgewählte Gewebereihe 1.540-nm, 40J/cm2 15ms (n=25)
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3.2.3 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.540-nm, 50J/cm2
15ms
Mit einer Energiedichte von 50J/cm2 und Pulsdauer von 15ms wurden 20 Ge-
webeproben gelasert (Grafik 3.7, S. 40, p=0,007). Auch hier waren 5 Proben
die Kontrollgruppe. Es ist die mittelstärkste der ausgewählten Er:Glass-Laser
Einstellungen. Der Zerstörungsgrad der Epidermis war wie bei der vorherigen
Einstellung 80% am Tag 3 und 100% am Tag 5. In der Kontrolle, Tag 0 und
Tag 1 war die Epidermis vollständig erhalten. Die Färbungsintensität zeigt eine
starken Anstieg bis Tag 1. Die Folgetage sind aufgrund der Epidermiszerstörung
nicht ausreichend bewertbar. Innerhalb der auswertbaren Proben konnten in 28%
nekrotische Epidermiszellen beobachtet werden. Zu einer Epidermisablösung kam
es bei 20% der Gewebeproben. Der maximale Standardfehler beträgt ⇠0,19. Die
Standardabweichung wird mit maximal ⇠0,42 errechnet.
Die Kontrolle zeigt mit einem mittleren Score von ⇠0,52 eine leichte Vorfärbung.
Im Anschluss an die Laserbehandlung (Tag 0) steigt die Hsp70-Konzentration in
der Epidermis stark an (p=0,043, Post-Hoc-Test). Sie erreicht einen Färbungsscore
von ⇠2,18. An Tag 1 steigt der Mittelwert auf ⇠3,05 an und stellt damit den
Zeitpunkt der höchsten Hsp70-Konzentration dar (p=0,041, Post-Hoc-Test). Beide
Tage nach Laserbehandlung zeigten somit eine signifikante Steigerung der Hsp70-
Konzentration. Tag 1 konnte auch im Vergleich zu Tag 0 eine signifikante Steigerung
der Hsp70-Konzentration aufzeigen (p=0,043, Post-Hoc-Test). Der sinkende Score
(Einzelwert mit Score ⇠1,75) an Tag 3 ist nur bedingt aussagekräftig und kann
lediglich als Tendenz gesehen werden. Tag 5 war durch die vollständige Zerstörung
der Epidermis nicht auswertbar.
Die Abbildungen 3.8(a)-(e) zeigen den Einfluss dieser Laserparameter auf die
Gewebereihe. Die Kontrolle (Abb. 3.8(a)) zeigt eine blassrosa Hsp70-Färbung der
Epidermis. Sie ist nicht vollständig homogen. Im rechten Drittel der Epidermis
erkennt man ein etwas kräftiger gefärbtes Gebiet. Die Hautanhangsgebilde (*-
Markierung) - in diesem Fall Talgdrüsen - weisen vereinzelt ebenfalls eine leichte
Färbung auf. Es überwiegt jedoch die HE-Färbung. Die kollagenen Strukturen sind
intakt, vereinzelt sind HE-gefärbte Blutgefäße angeschnitten.
Tag 0 (Abb. 3.8(b)) weist eine deutliche Farbintensivierung auf. Die Epidermis zeigt
eine hellrote Färbung, die vereinzelt durch milchigere Areale unterbrochen wird.
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Die zu erkennenden Blutgefäße zeigen ebenfalls eine rötliche Anfärbung. Es sind
keine Microscopic Treatment Zones (MTZ) erkennbar. Das kollagene Netzwerk ist
größtenteils intakt.
Abbildung 3.7 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.540-nm, 50J/cm2 15ms (n=25),
p=0,007
Tag 1 (Abb. 3.8(c)) zeigt in dem äußeren Schichten der Epidermis eine leichte
Farbverstärkung gegenüber Tag 0. Die rötliche Färbung wird durch die gehäuft auf-
tretenden nekrotischen Zellen mit ihre weißlichen Struktur abgeschwächt. Die nekro-
tischen Zellen durchziehen nahezu alle Schichten der Epidermis ( -Markierung).
Bei genauer Betrachtung erkennt man in der Junktionszone ein beginnendes Ödem
und initiale Spaltbildung (Clefting,  -Markierung). Eine Epidermisablösung fand
jedoch nicht statt. Im Stratum papillare der Dermis zeigt sich eine Verquellung
des Kollagens. Hautanhangsgebilde sind nicht zu erkennen. Die angeschnittenen
Blutgefäße zeigen ebenfalls eine rötliche Färbung.
An Tag 3 (Abb. 3.8(d)) stellt sich eine vollständig abgelöste Epidermis dar ($-
Markierung). Eine Färbung der epidermalen Reste ist nicht zu erkennen. Das
kollagene Netzwerk ist größtenteils zerstört. Hautanhangsgebilde und Blutgefäße
sind nicht mehr vorhanden.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.8 Ausgewählte Gewebereihe 1.540-nm, 50J/cm2 15ms
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Tag 5 zeigt lediglich die dermalen Überreste. Die Epidermis ist auf der Abbildung
(Abb. 3.8(e)) nicht zu erkennen.
3.2.4 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.540-nm, 60J/cm2
15ms
Von 35 Gewebeproben wurden 28 Proben mit der stärksten Energiedichte von
60J/cm2 gelasert. Die Kontrollgruppe umfasste 7 Proben. Der Zerstörungsgrad der
Epidermis beträgt 43% für Tag 3 und 57% für Tag 5. Die restlichen Gewebeproben
waren vollständig auswertbar. Nekrotische Zellen in der Epidermis zeigten circa
29% der Proben. Eine Ablösung der Epidermis war in circa 26% der Gewebeproben
zu sehen. Die dazugehörige Grafik 3.10 (S. 44) zeigt den Verlauf der Färbungs-
intensität mit einem Maximum der Hsp70-Konzentration an Tag 1 (p=0,02). Der
maximale Standardfehler beträgt ⇠0,31. Die Standardabweichung ist maximal
⇠0,83.
Die Kontrolle zeigt mit einem Score von ⇠0,21 eine minimal bis nicht vorhandene
Vorfärbung. Die laserinduzierte Hsp70-Expression erreicht direkt nach Einwirken
des Laserstrahls einen Bewertungsscore von ⇠1,03 (p=0,018, Post-Hoc-Test). Tag
1 zeigt eine deutliche Verstärkung der Färbung (p=0,018, Post-Hoc-Test). Der
Mittelwert liegt bei ⇠2,89. Hier ist die höchste Hsp-Konzentration erreicht. Beide
Tage nach Lasereinwirkung (Tag 0 und Tag 1) zeigten signifikant erhöhte Hsp70-
Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle. Ebenso konnte Tag 1 gegenüber Tag 0
eine signifikante Steigerung erreichen. Mit einem Absinken der Färbungsintensität
um einen Score von circa 1 auf ⇠1,81 stellt Tag 3 den abnehmenden Beginn der
Hsp70-Expression dar. Er liegt immer noch ⇠0,8 über Tag 0. Ein weiteres Absinken
ist auch an Tag 5 erkennbar. Mit 0,8 zeigt sich die Färbung minimal unter Tag 0.
Die Auswirkung dieser Lasereinwirkung zeigt auch die ausgewählte Gewebereihe
(Abbildungen 3.10(a)-(e), S. 44). Das Gewebe der Kontrolle (Abb. 3.10(a)) weist
die typische HE-Färbung auf. Die Epidermis zeigt an manchen Stelle eine sehr
schwache Hsp70-Färbung. Das kollagene Netzwerk ist intakt. Hautanhangsgebilde
sind am Bildrand angeschnitten und lassen keine Hsp70-Färbung erkennen.
Die Epidermis an Tag 0 (Abb. 3.10(b)) zeigt eine inhomogene, rosa Färbung.
Einzelne Bereiche weisen jedoch eine leicht rötliche Färbung auf. Die dargestellten
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Hautanhangsgebilde (*-Markierung) und Blutgefäße zeigen ebenfalls eine schwa-
che Hsp70-Expression. Die kollagenen Fasern sind überwiegend intakt.
In Abbildung 3.10(c) stellt sich Tag 1 mit einer deutlichen Farbintensivierung der
Epidermis dar. Die Farbe reicht von hellrot bis kräftig rot. Große Teile der Epidermis
sind bereits abgelöst ( -Markierung). Diese Spaltbildung (Clefting) ist vor allem
in dem kräftiger gefärbten Epidermisbereich zu erkennen. Das angeschnittene
Hautanhangsgebilde weist eine blassrosa und damit deutlich schwächere Färbung
als die Epidermis auf. Das kollagene Netzwerk ist nicht mehr vollständig intakt.
An Tag 3 (Abb. 3.10(d)) ist die vollständige Ablösung der Epidermis an der Junk-
tionszone zu erkennen. Die abgelöste Epidermis weist weiterhin eine rosa bis
hellrote Färbung auf. Die Kollagenfasern in der Dermis sind weitgehend zerstört.
Hautanhangsgebilde sowie Blutgefäße sind nicht mehr vorhanden.
Die Abbildung 3.10(e) zeigt die dermalen Überreste des Tag 5. Das dermale
Kollagen ist vollständig zerstört und verquollen. Die Epidermis hat sich komplett
gelöst.




(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.10 Ausgewählte Gewebereihe 1.540-nm, 60J/cm2 15ms
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3.3 Hsp70-Expression nach Bestrahlung mit 755-nm
Alexandrit-Laser
3.3.1 Hsp70-Expression aller 755-nm Gewebeproben
Die Untersuchungsreihe mit dem 755-nm Alexandrit-Laser beinhaltet 105 Gewebe-
proben. Die Grafik 3.11 (S. 46) zeigt die Ergebnisse aller mit 755-nm gelaserten
Gewebeproben. Es sind die beurteilten Farbintensitäten an den einzelnen Tagen
dargestellt. Bis zum Tag 3 steigt die Grafik kontinuierlich an und erreicht dort
ihr Maximum. An Tag 5 ist ein leichter Rückgang der Hsp70-Konzentration zu
erkennen.
Die Kontrolle zeigt mit einem Mittelwert von ⇠0,18 eine minimale bis nicht vorhan-
dene Hsp70-Konzentration. Direkt nach Laserbeschuss (Tag 0) führt die Hsp70-
Expression zu einer Vierfachung des Score auf ⇠0,74. Mit ⇠1,64 an Tag 1 steigert
sich die Färbung um das 2,2-fache. Der Höhepunkt wird mit einem minimalen
Anstieg von ⇠0,09 an Tag 3 (Score ⇠1,73) erreicht. Tag 5 erreicht einen Mittelwert
von ⇠1,05 und zeigt damit eine stärkere Färbung als Tag 0. Der Zerstörungsgrad
der 105 Hautproben war 0%. Alle Proben waren vollständig und ließen eine
Bewertung zu. Nekrotische Zellen erschienen in der Epidermis bei circa 50%
dieser Gewebeproben. Zu einer Epidermisablösung kam es bei circa 29%.
3.3.2 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 755-nm, 15J/cm2
10ms
Der niedrigste Parameter der ausgewählten Alexandrit-Laser Einstellungen wurde
auf 25 Hautproben angewandt, von denen 5 als unbehandelte Kontrolle dienten.
Die Epidermis aller Proben konnte beurteilt werden. Bei 40% der Proben zeigte die
Epidermis nekrotische Zellen. Eine Epidermisablösung war bei 24% zu erkennen.
Die Grafik 3.12 (S. 47) zeigt den Verlauf der Farbintensität mit einem Maximum am




Abbildung 3.11 Hsp70-Expression im zeitlichen Verlauf aller 755-nm Gewebeproben
(n=105)
Die Kontrolle zeigt mit einem Mittelwert von ⇠0,22 eine minimale bis nicht vorhande-
ne Vorfärbung. Nach Lasereinfluss nimmt die Hsp70-Konzentration leicht zu (Score
⇠0,52). An Tag 1 verdoppelt sich die Intensität auf einen Score von ⇠1,15 (p=0,043,
Post-Hoc-Test). Der Hsp70-Höhepunkt wird an Tag 3 erreicht. Der Mittelwert stellt
mit ⇠1,47 eine leichte Zunahme gegenüber Tag 1 dar (p=0,043, Post-Hoc-Test).
Sowohl Tag 1 als auch Tag 3 konnten signifikant erhöhte Hsp70-Konzentrationen
gegenüber der Kontrolle aufweisen. Zwischen Tag 1 und Tag 3 bestand kein
signifikanter Unterschied (p=0,18, Post-Hoc-Test). Der Abfall der Färbung an Tag 5
auf⇠0,9 zeigt weiterhin ein erhöhtes Vorkommen von Hsp70-Proteinen im Vergleich
zur Kontrolle.
Die Abbildungen 3.13(a)-(e) (S. 49) veranschaulichen den Einfluss der verwendeten
Parameter auf die Gewebeproben. Die Kontrolle (Abb. 3.13(a)) zeigt die typische
HE-Färbung. Die Epidermis ist inhomogen gefärbt. Neben der HE-Färbung zeigen
sich Areale einer leichten blassrosa Hsp70-Färbung und wolkenartigen Aufhellun-
gen. Hautanhangsgebilde sind nicht zu erkennen.
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Abbildung 3.12 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 755-nm, 15J/cm2 10ms (n=25),
p=0,001
Die Färbung an Tag 0 (Abb. 3.13(b)) wirkt ähnlich der Kontrolle. Die immunhisto-
chemische Hsp70-Färbung zeigt sich an einigen Arealen der Epidermis etwas
kräftiger. Eine leichte Aufhellung der Epidermis ist ebenfalls auf diesem Hautschnitt
zu sehen. Hautanhangsgebilde und Microscopic Treatment Zones (MTZ´s) fehlen.
Das kollagene Netzwerk ist intakt.
Tag 1 (Abb. 3.13(c)) zeigt eine Farbintensivierung der Hsp70-Färbung. Die Epider-
mis ist größtenteils in einem leichten blassrosa gefärbt. Vereinzelt erkennt man
in den äußeren Schichten der Epidermis eine Richtung hellrot gehende Färbung.
In der basalen Schicht kommen heller gefärbte Areale vor. Hautanhangsgebilde
fehlen. Die kollagenen Fasern sind weitestgehend intakt.
Die in Abbildung 3.13(d)) zu erkennende Hsp70-Färbung der Epidermis zeigt keine
nennenswerte Steigerung an Tag 3. In den äußeren Schichten der Epidermis er-
kennt man eine beginnende bandförmige Nekrotisierung der Zellen ( -Markierung).
Durch ihre weiße geschwollene Struktur scheint die Epidermis leuchtender zu
wirken. Wie auch in den anderen Bilder dieser Reihe fehlen Hautanhangsgebilde
und das Kollagen ist intakt.
Tag 5 (Abb. 3.13(e)) lässt eine fortgeschrittene Nekrose der Epidermiszellen
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erkennen. Die nekrotischen Zellen durchziehen die gesamte Epidermis. Eine
Ablösung der Epidermis ist nicht zu sehen. Durch den ödematösen Charakter
wirkt die Epidermis weißlich. Trotzdem stellt sich eine blassrosa Hsp70-Färbung
dar, die sich größtenteils homogen über die gesamte Epidermis erstreckt. Im
Stratum papillare der Dermis wirkt das Kollagen verquollen.
3.3.3 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 755-nm, 20J/cm2
10ms
Die mit 20J/cm2 Energiedichte etwas stärkere Einstellung wurde für 20 Gewebe-
proben verwendet. 5 Hautproben dienten als Kontrolle. Die dazugehörige Grafik
3.15 (S. 51) zeigt die Verteilung der Färbung unter den einzelnen Tagen (p=0,002).
Sie zeigt einen leichten Höhepunkt an Tag 3. Die Epidermis aller Gewebeproben
konnte ausgewertet werden. Bei 52% der Proben sind nekrotische Zellen in der
Epidermis zu sehen. Bei 24% war eine Epidermisablösung zu erkennen. Die
Standardabweichung wurde mit maximal⇠0,47 und der Standardfehler mit maximal
⇠0,21 berechnet.
Die Kontrolle zeigt mit ⇠0,05 eine vernachlässigbare Vorfärbung. Nach Laserbe-
handlung erreicht Tag 0 mit einem Farbscore von ⇠0,6 eine signifikante Erhöhung
(p=0,043, Post-Hoc-Test). Die Hsp70-Konzentration an Tag 1 steigt im Vergleich
zur Kontrolle und Tag 0 signifikant (p=0,043, Post-Hoc-Test). Die Färbung wurde
mit einem Mittelwert von⇠1,42 bewertet. Tag 3 zeigt mit einem leichten Anstieg
auf ⇠1,72 den Höhepunkt der Hsp70-Konzentration. Zwischen Tag 1 und Tag 3
bestand kein signifikanter Unterschied (p=0,50, Post-Hoc-Test). Am fünften Tag
sinkt die Konzentration auf ⇠1,35. Ihr Wert ist nur leicht unterhalb des Tag 1 und
deutlich über Tag 0 sowie der Kontrolle.
Die Abbildung 3.15(a) (S. 51) weist typisch HE-gefärbtes Gewebe auf. Die Epider-
mis zeigt zudem an mehreren Arealen eine sehr schwache Hsp70-Färbung. Die
angeschnittenen Talgdrüsen sind leicht blassrosa vorgefärbt.
Direkt nach Laseranwendung (Tag 0, Abb. 3.15(b)) erhöht sich die Hsp70-
Expression. Die blassrosa Hsp70-Färbung durchzieht homogen die Epidermis.
Auch die Talgdrüsen (*-Markierung) weisen eine stärkere Färbung auf. Das kollage-
ne Netzwerk ist größtenteils intakt.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.13 Ausgewählte Gewebereihe 755-nm, 15J/cm2 10ms
49
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
Abbildung 3.14 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 755-nm, 20J/cm2 10ms (n=25),
p=0,002
Eine weitere Steigerung der Hsp70-Färbung kann auch an Tag 1 gesehen werden
(Abb. 3.15(c)). Die Epidermis ist inhomogen rosa bis hellrot gefärbt. Die basale
Schicht der Epidermis zeigt teilweise nur ein leichte blassrosa Hsp70-Färbung. In
den äußeren Schichten erkennt man nekrotische Zellen, die diese Areale durch
Schwellung weißlich erscheinen lassen ( -Markierung). Die angeschnittenen
Talgdrüsen haben eine geringere Färbung als noch an Tag 0.
Tag 3 zeigt in Abbildung 3.15(d) eine homogen rosa gefärbte Epidermis. Sie
durchzieht alle Schichten der Epidermis. Die Anzahl der nekrotischen Zellen ist
gestiegen ( -Markierung). In manchen Arealen erkennt man das Ablösen der
Epidermis von der Junktionszone ( -Markierung). Zudem ist in der Umgebung
der angeschnittenen Talgdrüse eine leichte Hintergrundfärbung zu erkennen. Das
kollagene Netzwerk ist vorwiegend intakt.
Am fünften Tag (Abb. 3.15(e)) erkennt man eine hellrosa Hsp70-Färbung der
Epidermis. Nekrotische Zellen sind in der gesamten Epidermis zu sehen. Die
Hautanhangsgebilde weisen eine schwächere Hsp70-Färbung auf als die Epider-




(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.15 Ausgewählte Gewebereihe 755-nm, 20J/cm2 10ms
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3.3.4 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 755-nm, 30J/cm2
20ms
Die Auswirkung einer Erhöhung der Energiedichte und Pulsdauer (30J/cm2, 20ms)
zeigen die Grafik 3.16 (S. 53) und die Abbildungen 3.17(a)-(e) (S. 54) auf (p<0,001).
30 Gewebeproben wurden mit diesen Einstellungen bearbeitet, davon waren
6 Kontrollproben. Die Grafik 3.16 zeigt eine leichten Höhepunkt an Tag 3. Die
Standardabweichung ist maximal ⇠0,69. Der Standardfehler beträgt maximal
⇠0,28. Alle Gewebeproben waren auswertbar. Circa 47% der Gewebeproben
wiesen nekrotische Zellen auf, bei circa 27% kam es zu einer partiellen oder
vollständigen Epidermisablösung.
Die Kontrolle zeigt mit einem Mittelwert von ⇠0,33 ein minimale bis leichte Vorfär-
bung. Nach Laserbeschuss steigt dieser Wert auf ⇠1,02 an. Die Färbung verstärkt
sich an Tag 1 signifikant auf einen Score von ⇠1,91 (p=0,026, Post-Hoc-Test). Die
höchste Hsp70-Konzentration wird an Tag 3 (Score ⇠2,02) verzeichnet, der sich
ebenfalls signifikant von der Kontrolle abwich (p=0,027, Post-Hoc-Test). Die Tage
1 und 3 unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p=0,5, Post-Hoc-Test).
Tag 5 deutet mit einem Score von ⇠1,12 den Abfall der Hsp70-Konzentration an.
Er liegt etwas über dem an Tag 1 und deutlich über dem der Kontrolle.
Histologisch erkennt man eine leicht blassrosa Vorfärbung in der Kontrolle (Abb.
3.17(a)). Ansonsten überwiegt die HE-Färbung. Hautanhangsgebilde sind nicht
angeschnitten. Das kollagene Netzwerk ist intakt.
Nach Laserbehandlung (Tag 0, Abb. 3.17.(b)) steigt die Hsp70-Färbung in der
Epidermis. Sie zeigt sich inhomogen gefärbt. In ihrer äußeren Schicht erkennt
man eine rötliche Färbung, die sich Richtung Basalschicht deutlich aufhellt. Die
Kollagenstruktur zeigt keine Änderung.
An Tag 1 (Abb. 3.17(c)) weist die Epidermis eine rosa-rötliche Intensivierung auf,
die sich größtenteils homogen über die Epidermis erstreckt. Wie am Tag 0 zeigt die
Basalschicht in einigen Arealen eine geringere Hsp70-Färbung. Nekrotisierende
Zellen sind nicht vorhanden. Im Zentrum findet sich subepidermal ein deutliches
Ödem. Im Anschluss daran erkennt man eine keilförmige Struktur mit stark lympho-
histiozytärer Reaktion. Das Kollagen außerhalb dieser Veränderung ist unauffällig.
Die Abbildung 3.17(d) zeigt den dritten Tag. Es scheint deutlich weniger Gewebe
HE-gefärbt. Die Hsp70-Färbung sticht hierdurch hervor und zeigt eine inhomogen
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Abbildung 3.16 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 755-nm, 30J/cm2 20ms (n=30),
p<0,001
gefärbte Epidermis. Die linksseitigen Areale weisen eine leuchtend-rosa Färbung
mit einzelnen nekrotischen Epidermiszellen auf ( -Markierung). Zur rechten Seite
hin wird die Epidermis deutlich blasser in ihrer Färbung. Auch hier kommen
nekrotische Zellen vor. Eine Epidermisablösung ist nicht zu erkennen, jedoch eine
streifenförmige intraepidermale Spaltbildung ( -Markierung). Die Kollagenfasern
erscheinen wenig verändert.
Am letzten Tag (Tag 5, Abb. 3.17(e)) setzt sich die Zerstörung der Epidermiszellen
fort ( -Markierung). Die vorhandene Epidermis weist eine hellrosa Hsp70-Färbung
auf, die durch weißliche Areale (zerstörte Epidermiszellen) unterbrochen wird. Die
Epidermis beginnt sich vollständig abzulösen ( -Markierung). Das Kollagennetz-
werk hat seine normale Struktur verloren.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.17 Ausgewählte Gewebereihe 755-nm, 30J/cm2 20ms
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3.3.5 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 755-nm, 30J/cm2
40ms
Insgesamt wurden 20 Gewebeproben mit dieser Einstellung gelasert. Die Kon-
trollgruppe umfasste 5 Proben. Es ist die stärkste Einstellung in der 755-nm
Versuchsreihe. Alle Gewebeproben waren beurteilbar. Bei 64% der Proben waren
nekrotische Zellen in der Epidermis zu finden. Eine partielle oder totale Ablösung
der Epidermis zeigten 40% der Proben. Die höchste Hsp70-Konzentration konnte
an Tag 1 beobachtet werden (Grafik 3.18, S. 56, p<0,001). Die maximale Standard-
abweichung beträgt ⇠0,47. Der Standardfehler war maximal ⇠0,21.
Die Vorfärbung der Kontrolle ist mit ⇠0,1 minimal bis nicht vorhanden. Die Lase-
reinwirkung führt zu einer direkten Erhöhung der Hsp70-Konzentration, die mit
einer Färbungsintensität von ⇠0,75 (Tag 0) gewertet wurde. Mit einem Score von
⇠2 ist an Tag 1 ein signifikanter Höhepunkt der Hsp70-Konzentration erreicht
(p=0,043, Post-Hoc-Test). Tag 3 zeigt mit einem Mittelwert von ⇠1,65 nur eine
leichten Rückgang der Farbintensität. Tag 3 unterschied sich nicht signifikant von
Tag 1 (p=0,14, Post-Hoc-Test). Im Vergleich zur Kontrolle konnten sowohl Tag 1
als auch Tag 3 konnten eine signifikante Hsp70-Expression aufweisen (p=0,043,
Post-Hoc-Test). Ein weiterer Abfall am Tag 5 lässt den Score auf ⇠0,8 sinken. Er
liegt über Tag 0 und der Kontrolle.
Die Abbildungen 3.19(a)-(e) (S. 57) stellen die laserinduzierten histologischen
Veränderungen auf die gewählte Gewebereihe dar. Die Kontrolle (Abb. 3.19.(a))
zeigt eine inhomogen gefärbte Epidermis. HE-gefärbtes Gewebe herrscht dort vor.
Dieses wird unregelmäßig von einer leichten Anfärbung der Hsp70-Proteine unter-
brochen, die sich vor allem auf die äußeren Bereiche der Epidermis konzentriert.
Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde weisen im Vergleich zur Epidermis eine
stärkere Hsp70-Expression auf. Das Kollagengeflecht ist nahezu vollständig intakt.
Tag 0 (Abb. 3.19(b)) zeigt eine blassrosa vorwiegend homogene Hsp70-Färbung in
der Epidermis. Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde weisen ebenfalls eine
gering leuchtendere Rosafärbung auf. Das kollagene Netzwerk ist intakt.
Die Hsp70-Färbung an Tag 1 (Abb. 3.19(c)) intensiviert sich merklich. Die inhomo-
gen gefärbte Epidermis zeigt große Areale in einem rosa bis hellroten Ton. Diese
werden unterbrochen von weißlichen und etwas weniger stark Hsp70-gefärbten
Gebieten. Auch erkennt man vereinzelt nekrotische Zellen. Die angeschnittenen
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Abbildung 3.18 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 755-nm, 30J/cm2 40ms (n=25),
p<0,001
Hautanhangsgebilde (*-Markierung) sind nur schwach blassrosa gefärbt. Das
dermale Kollagen ist wenig verändert.
An Tag 3 (Abb. 3.19(d)) blasst die Hsp70-Färbung geringfügig ab. Die Epidermis
ist homogen in einem kräftigen Rosa gefärbt. Nekrotische Zellen durchziehen die
gesamte Epidermis ( -Markierung). Größtenteils ist die Epidermis von der Dermis
an der Junktionszone abgelöst ( -Markierung). Die angeschnittenen Hautanhangs-
gebilde (*-Markierung) zeigen eine Färbung gleich der Epidermis. Das dermale
Kollagen ist im Stratum papillare größtenteils verquollen.
Tag 5 (Abb. 3.19(e)) zeigt ein Absinken der Hsp70-Färbung. Die homogen blass-
rosa gefärbte Epidermis wird in allen ihren Schichten von nekrotischen Zellen
durchzogen. Eine Epidermisablösung ist in diesem Gewebeschnitt noch nicht zu
erkennen. Die Hautanhangsgebilde (*-Markierung) weisen ebenfalls eine blassrosa
Hsp70-Färbung auf. Das kollagene Netzwerk ist größtenteils aufgehoben.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.19 Ausgewählte Gewebereihe 755-nm, 30J/cm2 40ms
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3.4 Hsp70-Expression nach Bestrahlung mit
1.064-nm Nd:YAG-Laser
3.4.1 Hsp70-Expression aller 1.064-nm Gewebeproben
Für den 1.064-nm Nd:YAG-Laser wurden 130 Gewebeproben verwendet. Die Grafik
3.20 (S. 58) stellt die ausgewerteten Farbintensitäten aller ausgewählten Parameter-
Einstellungen dar. Diese Hauptgrafik zeigt einen steilen Anstieg bis Tag 1. Tag
1 spiegelt den Höhepunkt der Hsp70-Konzentration wider. In den nachfolgenden
Tagen kommt es zu einem flacheren Abfall dieser Konzentration.
Abbildung 3.20 Hsp70-Expression im zeitlichen Verlauf aller 1.064-nm Gewebeproben
(n=130)
Insgesamt war die Epidermis von 13 der 130 Gewebeproben (⇠10%) nicht aus-
wertbar. Der Zerstörungsgrad der Epidermis beschränkt sich auf die Tage 3 und
5 (n=52) und liegt innerhalb dieser Tage bei circa 25%. Nekrotische Zellen in der
Epidermis waren bei 50% aller Gewebeproben zu finden. Zu einer teilweisen bzw.
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vollständigen Ablösung der Epidermis kam es bei circa 31% aller Proben.
Die Kontrollgruppe zeigt einen mittleren Bewertungsscore von ⇠0,18. Vor Laserbe-
handlung hat die Epidermis somit eine minimale bis nicht vorhandene Hsp70-
Expression. Direkt nach Laserbeschuss (Tag 0) verfünffacht sich die Hsp70-
Färbung auf einen Score von ⇠0,95. Mit dem Maximum an Tag 1 von ⇠1,86
steigt die Hsp70-Konzentration erneut um den Faktor 2. Bis zum Tag 3 nimmt die
Hsp70-Expression leicht ab, was in einem Score von ⇠1,57 resultiert. Die Hsp70-
Konzentration liegt weiterhin klar über Tag 1. An Tag 5 sinkt die Konzentration
knapp unter Tag 0. Der Score wurde mit ⇠0,82 gewertet.
3.4.2 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.064-nm, 20J/cm2
10ms
Der niedrigste Parameter der ausgewählten Nd:YAG-Laser Einstellungen wurde
auf 24 Gewebeproben angewendet. Als Kontrolle dienten 6 Proben. Alle Gewebe-
proben waren auswertbar. Nekrotische Zellen fanden sich bei ⇠37% aller Gewebe-
proben. Eine partielle oder vollständige Epidermisablösung war bei 20% erkennbar.
Die Grafik 3.21 (S. 60) zeigt den Verlauf der Farbintensität mit einem Maximum
der Hsp70-Konzentration an Tag 3 (p=0,036). Die maximale Standardabweichung
beträgt ⇠0,74, der maximale Standardfehler ⇠0,37.
Die Vorfärbung der Kontrollgruppe ist mit einem ermittelten Score von ⇠0,19
minimal bis nicht vorhanden. Im Anschluss an die Laserbehandlung zeigt sich an
Tag 0 ein leichter Anstieg der Hsp70-Konzentration (Score⇠0,65). An Tag 1 erreicht
die Farbintensität einen Score von 1 und erlangt bis zum Tag 3 einen marginalen
Anstieg auf ⇠1,06. Tag 1 unterschied sich in der Hsp70-Konzentration signifikant
von der Kontrolle (p=0,027, Post-Hoc-Test). Der Mittelwert der Hsp70-Farbintensität
hat seinen Höhepunkt an Tag 3, es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied
gegenüber der Kontrolle festgestellt werden (p=0,07, Post-Hoc-Test). An Tag 5
verringert sich die Hsp70-Färbung auf ⇠0,72. Sie liegt weiterhin über Tag 1 und
der Kontrolle.
In den histologischen Abbildungen 3.22(a)-(e) (S. 62) zeigen sich die durch
Laserbestrahlung induzierten Veränderungen der Epidermis und Dermis. Die
Epidermis der Kontrolle (Abb. 3.22(a)) ist inhomogen HE-gefärbt. Einzelne Stellen
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Abbildung 3.21 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.064-nm, 20J/cm2 10ms (n=30),
p=0,036
zeigen eine sehr schwache Hsp70-Vorfärbung. Hautanhangsgebilde sind nicht zu
erkennen. Das Kollagen der Dermis ist intakt.
Nach Lasereinwirkung zeigt die Abbildung 3.22(b) (Tag 0) ein leichte Verstärkung
der Hsp70-Färbung in der Epidermis. Sie durchzieht inhomogen in einem leicht
blassrosa Farbton die gesamte Epidermis. Nur die Zellkerne in der Epidermis
sind gering HE-gefärbt. Vereinzelt zeigen sich nekrotische Zellen ( -Markierung).
Hautanhangsgebilde fehlen. Das kollagene Netzwerk ist größtenteils intakt.
Ein weiterer leichter Anstieg der Hsp70-Expression ist an Tag 1 (Abb. 3.22(c)) zu
erkennen. Die Hsp70-Färbung ist nicht durchgehend homogen. Vereinzelt zeigen
sich in den basalen Schichten der Epidermis gering angefärbte Hsp70-Proteine. In
den äußeren Schichten der Epidermis weisen einige Areale eine kräftigere Hsp70-
Färbung auf. Der Färbungsintensität reicht von blassrosa bis rosa. Insgesamt ist
die Färbung jedoch schwach und etwas stärker als an Tag 0. In der Epidermis sind
des weiteren nekrotische Zellen zu finden ( -Markierung). Das dermale Kollagen
ist unauffällig.
An Tag 3 (Abb. 3.22(d)) sinkt die Hsp70-Konzentration leicht, was sich in einer
blasseren Hsp70-Färbung darstellt. Die Epidermis zeigt in wenigen Arealen eine
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rosa Hsp70-Färbung, überwiegend ist jedoch die blassrosa Färbung. In den
äußeren Schichten der Epidermis sind einzelne nekrotische Zellen zu erkennen
( -Markierung). Die Kollagen der Dermis hat ist ödematös aufgelockert.
Die Abbildung 3.22(e) stellt Tag 5 dar. Die Epidermis ist inhomogen gefärbt und
zeigt Areale von blassrosa Hsp70-Färbung. Diese konzentriert sich vorallem auf die
äußeren Schichten und rechte Hälfte der Epidermis. Linksseitig ist eine rosa Hsp70-
Färbung erkennbar. Nekrotische Zellen durchziehen die Epidermis ( -Markierung).
Die Dermis zeigt eine stärkere Ödembildung und verquollenes Kollagen.
3.4.3 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.064-nm, 20J/cm2
50ms
Die Pulsdauer bei dieser zweiten 1.064-nm Einstellung wurde auf 50ms angehoben.
Insgesamt wurden 20 Gewebeproben mit diesen Einstellungen gelasert. 5 Proben
dienten als Kontrollgruppe. Der Zerstörungsgrad der Gewebeproben an Tag 3
und Tag 5 war bei 25%. In der Epidermis der Gewebeproben fanden sich 52%
nekrotische Zellen und zu einer teilweisen bzw. vollständigen Epidermisablösung
kam es bei 32%. Die aus den Farbbewertungen resultierte Grafik 3.23 (S. 63) zeigt
einen leichten Höhepunkt an Tag 3 (p=0,008). Die Standardabweichung wurde mit
maximal ⇠0,31 und der Standardfehler mit maximal ⇠0,14 berechnet.
Die Hsp70-Vorfärbung der Kontrolle ist mit einem Score von ⇠0,07 vernachlässig-
bar. Nach Laserbehandlung steigt die Hsp70-Konzentration auf einen Mittelwert
von ⇠0,87 signifikant an. An den Tagen 1 und 3 ist ein weiterer Anstieg erkennbar.
Die Hsp70-Konzentrationen der Tage 1 und 3 unterschieden sich signifikant von
der Kontrolle (p=0,043, Post-Hoc-Test). Der Unterschied zwischen Tag 1 (Score
1) und Tag 3 (Score 1,1) ist jedoch nicht signifikant (p=0,27, Post-Hoc-Test). Am
fünften Tag fällt die Färbungsintensität auf 0,45 und liegt hierbei unter Tag 0.
Die histologischen Abbildungen 3.24(a)-(e) (S. 65) veranschaulichen den Einfluss
der verwendeten Parametereinstellungen auf die Gewebeproben. Die Abbildung
3.24(a) zeigt das Kontrollgewebe. Neben der HE-Färbung zeigt sich in der Epi-
dermis eine sehr leichte, homogene blassrosa Hsp70-Färbung. Das Kollagen ist
größtenteils intakt.
Die zellulären Veränderungen direkt nach Lasereinwirkung stellen sich im Hautschnitt
61
KAPITEL 3. ERGEBNISSE
(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.22 Ausgewählte Gewebereihe 1.064-nm, 20J/cm2 10ms
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Abbildung 3.23 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.064-nm, 20J/cm2 50ms (n=25),
p=0,008
3.24(b) dar. Die Hsp70-Färbung zeigt eine unterschiedlich starke Farbintensivierung
in der Epidermis und Hautanhangsgebilden. Die blassrosa Hsp70-Grundfärbung
wird durch rosa Regionen unterbrochen. In einigen Bereichen blasst die Färbung
ab und lässt milchig-weiße Areale entstehen. In diesen Gebieten erkennt man
zudem eine Ablösung der Epidermis ( -Markierung). Die angeschnittenen Hautan-
hangsgebilde (*-Markierung) weisen ebenfalls eine rosa Hsp70-Färbung auf. Das
kollagene Netzwerk erscheint größtenteils intakt.
An Tag 1 (Abb. 3.24(c)) intensiviert sich die Färbung minimal. Die Epidermis wirkt
homogener gefärbt und zeigt linksseitig eine leichte stärker Hsp70-Färbung. Es
sind vermehrt nekrotische Zellen ( -Markierung) zu erkennen und die Epidermis
beginnt sich abzulösen ( -Markierung). Unterhalb dieses Bereiches zeigt die
Dermis verquollenes Kollagen. Die Hautanhangsgebilde (*-Markierung) weisen
eine schwächere Hsp70-Färbung als an Tag 0 auf.
Die Abbildung 3.24(d) stellt den dritten Tag der Gewebereihe dar. Die Epidermis
zeigt sich blassrosa homogen gefärbt. Es kam zu einem Anstieg an nekrotischen
Zellen ( -Markierung). Subepidermal nahm das Ödem zu. Es sind fokale, initiale




An Tag 5 ( Abb. 3.24(e)) blasst die Hsp70-Färbung ab. Wie an Tag 3 erkennt man
ebenfalls eine initiale subepidermale Spaltbildung ( -Markierung). Die kollagene
Struktur ist weitgehend zerstört.
3.4.4 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.064-nm, 30J/cm2
50ms
Es wurden 20 Gewebeproben mit dieser mittleren Parametereinstellung gelasert.
Die Kontrollgruppe umfasste 5 Proben. Eine Auswertung aller Proben war nicht
möglich. An Tag 3 waren 20% der Epidermis zerstört und an Tag 5 40%. Nekroti-
sche Zellen fanden sich in 51% der Epidermis aller Proben. Zu einer partiellen oder
vollständigen Ablösung der Epidermis kam es bei 33%. Die Grafik 3.25 (S. 66) und
die Abbildungen 3.26(a)-(e) (S. 68) zeigen die Veränderung der Hsp70-Färbung
über die 5 Messtage hinweg (p=0,004). Das Maximum der Hsp70-Färbung stellt
sich an Tag 3 dar. Die maximale Standardabweichung betrug ⇠0,32. Der maximale
Standardfehler war ⇠0,15.
Die Kontrollgruppe weißt einen Farbscore von 0 auf. Vor Laserbeschuss war somit
keine Hsp70-Färbung der Epidermis zu erkennen. Tag 0 zeigt mit einem Score von
0,7 eine Erhöhung der Hsp70-Konzentration. An Tag 1 nimmt die Färbungsintensität
signifikant zu (Score 1,7). Das Maximum der Hsp70-Färbung wird an Tag 3 erreicht
(Score ⇠1,96). Gegenüber Tag 1 war das Maximum jedoch nicht signifikant (p=0,11,
Post-Hoc-Test). Im Vergleich zur Kontrolle erreichten sowohl Tag 1 als auch Tag
3 eine signifikante Hsp70-Expression (p=0,043, Post-Hoc-Test). An Tag 5 lässt
die Hsp70-Expression nach. Die Farbintensität wurde mit einem Score von ⇠1,13
bewertet.
Die histologische Darstellung zeigt in Abbildung 3.26(a) typisch HE-gefärbtes Gewe-
be. In den äußeren Schichten der Epidermis sind zudem Areale mit sehr schwach
Hsp70-Expression zu erkennen. Sie erscheinen in einem leichten blassrosa. Die
angeschnittenen Hautanhangsgebilde (*-Markierung) weisen keinerlei Färbung auf.
Das Kollagen ist intakt.
Nach Lasereinwirkung (Tag 0) stellt sich in der Abbildung 3.26(b) eine Intensivierung
der Hsp70-Färbung dar. Die Epidermis erscheint größtenteils homogen in einem
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.24 Ausgewählte Gewebereihe 1.064-nm, 20J/cm2 50ms
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blassrosa Farbton. In den äußeren Schichten der Epidermis verstärkt sie sich zu
einem rosa Ton. Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde (*-Markierung) zeigen
eine ähnliche Hsp70-Färbung auf. Das Kollagen ist in manchen Arealen verquollen,
ansonsten überwiegend regelrecht.
Abbildung 3.25 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.064-nm, 30J/cm2 50ms (n=25),
p=0,004
Tag 1 (Abb. 3.26(c)) erfährt eine weitere Steigerung der Hsp70-Farbintensität. Die
Epidermis ist rötlich gefärbt. Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde zeigen eine
minimal schwächere Hsp70-Färbung. Im Stratum papillare der Dermis erkennt man
vereinzelt verquollenes Kollagen, in tieferen Schichten ist es größtenteils intakt.
Die Abbildung 3.26(d) zeigt Tag 3 der Gewebereihe. Die Epidermis ist weitestge-
hend von der subbasalen Dermis abgelöst ($-Markierung). Die Hsp70-Färbung
der Epidermis hat eine überwiegend rosa bis hellrötliche homogene Färbung. Vor
allem im äußeren Bereich der Epidermis zeigen sich vereinzelt nekrotische Zellen
( -Markierung). Durch ihren aufgequollenen weißlichen Charakter scheint es den




Die letzte Abbildung 3.26(e) dieser Gewebereihe zeigt die dermalen Überreste des
fünften Tages. Die Epidermis ist vollständig abgeschwommen bzw. zerstört. Die
Dermis zeigt keinerlei funktionsfähiges Gewebe mehr.
3.4.5 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.064-nm, 40J/cm2
50ms
Die zweitstärkste Parametereinstellung mit einer Energiedichte 40J/cm2 wurde auf
24 Gewebeproben angewandt. Die Kontrolle bestand aus 6 Proben. Aufgrund der
vollständigen Zerstörung der Epidermis konnten nicht alle Proben ausgewertet
werden. An Tag 3 waren 20% und an Tag 5 40% nicht auswertbar. Nekrotische
Zellen waren bei 56% aller Gewebeproben zu finden. Eine partielle oder vollstän-
dige Epidermisablösung gab es bei 36% aller Proben. Die Grafik 3.27 (S. 69)
stellt den Verlauf der Hsp70-Färbung über die 5 Messtage dar (p=0,025). Die
Standardabweichung war maximal ⇠0,74. Der maximale Standardfehler betrug
⇠0,36.
Die Kontrolle zeigt mit einem Score von 0,25 eine minimale bis nicht vorhandene
Hsp70-Vorfärbung. Direkt nach Laserbeschuss (Tag 0) steigt diese deutlich auf
einen Score von 1,45 an. Das Maximum der Hsp70-Färbung wird an Tag 1 erreicht
(Score ⇠2,72). An Tag 3 sinkt die Farbintensität auf einen Mittelwert von ⇠2,16 ab.
Sowohl der Tag 1 als auch Tag 3 unterschieden sich im Bezug auf die Kontrolle
signifikant voneinander (p=0,043, Post-Hoc-Test). Zwischen Tag 1 und Tag 3 konnte
keine signifikante Veränderung festgestellt werden (p=0,068, Post-Hoc-Test). Mit
einem weiteren Abfall der Hsp70-Färbung auf ⇠1,33 endet am fünften Tag die
Messung. Tag 5 liegt knapp unterhalb Tag 0.
Die histologischen Schnitte 3.28(a)-(e) der ausgewählten Gewebereihe zeigen
den Einfluss der Lasereinwirkung auf. Das Gewebe der Kontrolle (Abb. 3.28(a))
zeigt in der Epidermis HE-gefärbte Kerne und eine leicht blassrosa Färbung der
Hsp70-Proteine. Das kollagene Netzwerk wirkt regelrecht.
Die Epidermis an Tag 0 (Abb. 3.28(b)) zeigt eine homogene Hsp70-Färbung. Sie
ist blassrosa bis rosa. Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde (*-Markierung)




(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.26 Ausgewählte Gewebereihe 1.064-nm, 30J/cm2 50ms
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Abbildung 3.27 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.064-nm, 40J/cm2 50ms (n=30),
p=0,025
Im Hautschnitt 3.28(c) stellt sich Tag 1 mit einer deutlichen Farbintensivierung der
Epidermis dar. Die Hsp70-Färbung zeigt sich größtenteils homogen in einem rosa
bis in manchen Bereichen roten Farbton. Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde
zeigen eine blassrosa Hsp70-Färbung. Es kam zu einer subepidermalen Ödembil-
dung. Das Kollagen der Dermis ist größtenteils verquollen.
An Tag 3 (Abb. 3.28(d)) zeigt sich eine kräftige rosa und homogen wirkende Hsp70-
Färbung. Nekrotische Zellen sind vermehrt zu finden und durchziehen die gesamte
Epidermis( -Markierung). Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde zeigen eine
rosa Färbung (*-Markierung). Das kollagene Netzwerk ist zerstört.
Die Epidermis des fünften Tages (Tag 5, Abb. 3.28(e)) verblasst zu einem rosa
Farbton. Sie ist durchgehend homogen gefärbt. Nekrotische Zellen sind vorhanden
( -Markierung). An mehreren Stellen kommt es zu einer leichten Epidermisablö-
sung ( -Markierung). Die angeschnittenen Hautanhangsgebilde weisen nur noch
ein schwache Hsp70-Färbung auf. Das Kollagen ist ebenfalls zerstört.
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(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.28 Ausgewählte Gewebereihe 1.064-nm, 40J/cm2 50ms
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3.4.6 Hsp70-Expression der Versuchsreihe 1.064-nm, 50J/cm2
50ms
Insgesamt wurden 20 Gewebeproben mit der stärksten ausgewählten Einstel-
lung des Nd:YAG-Lasers bearbeitet. Als Kontrollgruppe dienten 5 Proben. Der
Zerstörungsgrad der Epidermis betrug ⇠30% am Tag 3 und ⇠40% am Tag 5.
Nekrotische Zellen kamen bei 56% aller Gewebeproben vor. Zu einer partiellen
oder vollständigen Ablösung der Epidermis kam es bei 36%. Die Grafik 3.29 (S. 71)
zeigt den Einfluss dieser Lasereinstellung auf das Gewebe (p=0,023). Die maximale
Hsp70-Färbung ist an Tag 1 zu erkennen. Die maximale Standardabweichung
konnte mit ⇠0,44 errechnet werden. Der Standardfehler betrug maximal ⇠0,22.
Die Kontrolle zeigt mit einem Mittelwert von ⇠0,37 eine leichte Hsp70-Vorfärbung.
Abbildung 3.29 Hsp70-Expression nach Behandlung mit 1.064-nm, 50J/cm2 50ms (n=25),
p=0,023
Direkt im Anschluss der Laserbehandlung (Tag 0) steigt die Hsp70-Färbung auf
einen Score von ⇠1,37 an. Der maximale Farbintensität stellt sich an Tag 1 dar.
Mit einer mittleren Farbintensität von ⇠3,4 zeigt sich eine deutliche Intensivierung
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gegenüber Tag 0. Am dritten Tag sinkt die Färbung der Hsp70-Proteine. Der
ermittelte Score lag mit ⇠2,3 merklich über Tag 0. Tag 5 zeigt einen weiteren Abfall
der Farbintensität und liegt mit einem Mittelwert von ⇠1,3 minimal unter Tag 0.
Sowohl Tag 1 als auch Tag 3 konnten im Vergleich zur Kontrolle eine signifikant
gestiegene Hsp70-Konzentration aufweisen (p=0,043, Post-Hoc-Test). Signifikante
Unterschiede zwischen Tag 1 und Tag 3 konnten nicht festgestellt werden (p=0,067,
Post-Hoc-Test).
Die histologischen Schnitte der Gewebereihe sind in Abbildung 3.30(a)-(e) (S. 73)
dargestellt. Die Abbildung 3.30(a) dient als Kontrolle. Sie zeigt typisch HE-gefärbtes
Gewebe. Eine Hsp70-Vorfärbung in der Epidermis ist nahezu nicht erkennbar. Die
angeschnittenen Hautanhangsgebilde (*-Markierung) zeigen eine sehr schwache,
blassrosa Hsp70-Färbung.
Direkt nach Laserbeschuss (Tag 0, Abb. 3.30(b)) steigt die Intensität der Hsp70-
Färbung deutlich an. Die Epidermis ist vorwiegend rosa gefärbt. In konstanten
Abständen verstärkt sich diese in den äußeren Schicht der Epidermis und zeigt
eine kräftig rote Färbung. Die Hautanhangsgebilde (*-Markierung) weisen eine
deutliche Hsp70-Färbung auf. Das Kollagen der Dermis ist ödematös verändert.
An Tag 1 (Abb. 3.30(c)) ist eine weitere Steigerung der Hsp70-Färbung erkennbar.
Die Epidermis zeigt eine geringfügig stärkeren rosa Farbton als an Tag 0. In konstan-
ten Abständen sind auch an diesem Tag kräftig rote Areale zu sehen. Sie erstrecken
sich jedoch bis zur Basalschicht der Epidermis. Nahezu die gesamte Epidermis
ist subbasal von der Dermis abgelöst ($-Markierung). Die Hautanhangsgebilde
(*-Markierung) zeigen eine schwächere Hsp70-Färbung als noch an Tag 0. Das
Kollagen ist zerstört.
Das Gewebe des dritten Tages (Abb. 3.30(d)) ist größtenteils zerstört. Die fast
vollständig gelöste Epidermis zeigt in ihren Überresten eine rosa-rötliche Färbung.
Zellkerne sind nicht mehr zu erkennen. Das Kollagen der Dermis ist vollständig
zerstört.




(a) Kontrolle (b) Tag 0
(c) Tag 1 (d) Tag 3
(e) Tag 5
Abbildung 3.30 Ausgewählte Gewebereihe 1.064-nm, 50J/cm2 50ms
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3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse
Die Grafiken 3.31, 3.33 und 3.32 fassen die Hsp70-Expressionen der einzelnen
Lasersysteme zusammen. Die Tabelle 3.1 zeigt die thermalen Auswirkungen auf
die Hautproben.
Tabelle 3.1 Darstellung der Laser-bedingten Epidermisveränderung
Epidermis-Zerstörung Nekrotische Z. Epidermis -Ablösung Stdf. /Stdabw.
partiell/vollständig max.
d3/d5 d3/d5 d3/d5P
1.540-nm 74% 28% 24% 0,3/0,6
40J2cm/15ms 90% 28% 24% 0,3/0,7
50J2cm/15ms 90% 28% 20% 0,2/0,4
60J2cm/15ms 50% 29% 26% 0,3/0,6P
755-nm 0% 50% 29% 0,2/0,5
15J2cm/10ms 0% 40% 24% 0,2/0,4
20J2cm/10ms 0% 52% 24% 0,2/0,5
30J2cm/20ms 0% 47% 27% 0,3/0,7
30J2cm/40ms 0% 64% 40% 0,2/0,5P
1.064-nm 25% 50% 31% 0,3/0,5
20J2cm/10ms 0% 37% 20% 0,4/0,7
20J2cm/50ms 25% 52% 32% 0,2/0,3
30J2cm/50ms 30% 51% 33% 0,2/0,3
40J2cm/50ms 30% 56% 36% 0,4/0,7
50J2cm/50ms 35% 56% 36% 0,2/0,4
Abbildung 3.31 Hsp70-Expression aller 1.540-nm Parametereinstellungen
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Abbildung 3.32 Hsp70-Expression aller 755-nm Parametereinstellungen
Abbildung 3.33 Hsp70-Expression aller 1.064-nm Parametereinstellungen
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4 Diskussion
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Hochregulation des Hitzeschock-
proteins 70 (Hsp70) durch Lasertherapie. Es wurden drei verschiedene Lasersys-
teme mit unterschiedlichen Parametereinstellungen auf ihre Fähigkeit der Hsp70-
Induktion geprüft. Die untersuchten Lasersysteme waren ein 1.540-nm Er:Glass- ,
755-nm Alexandrit- und 1.064-nm Nd:YAG Laser. Für die Untersuchung wurden hu-
mane Hautproben verwendet. Sie entstammten unterschiedlichen Probanden und
Lokalisationen aus operativen Eingriffen. Die Beurteilung der immumhistochemisch
gefärbten Hautschnitte erfolgte durch vier unabhängige Untersucher und wurde
statistisch erfasst.
Bisher erfolgten noch keine wissenschaftlichen Untersuchungen zu diesen Laser-
einstellungen und deren unterschiedlichen Hsp70-Expression. In der zugänglichen
Literatur fanden sich keine Daten über den 755-nm Alexandrit-Laser und dessen
Hsp70-Expression und nur begrenzt Daten zu den anderen beiden Lasersystemen.
Fokus dieser Arbeit war die Wirkung der drei ausgewählten Lasersysteme auf
die Hitzeschockantwort zu untersuchen mit dem Ziel der Maximierung der Hsp70-
Expression und Minimierung der Gewebezerstörung. Dabei sollte vor allem der
Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Färbung untersucht werden und welches der
Lasersysteme hierfür am geeignetsten ist.
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4.1 Lasertherapie von Narben
4.1.1 Beginn der kutanen Lasertherapie
Einer der ersten Einsatzgebiete von Lasersysteme an der Haut waren kutane
Schnitte mit CO2 und Nd:YAG Laser. In einer Vielzahl von Studien konnte man
jedoch keinen Vorteil gegenüber den üblichen Skapellinzisionen erkennen. Die
Narben beider Techniken glichen sich in ihrem Profil (HALL, 1971; PEARLMAN et al.,
1991; ROMANOS et al., 1995; BUELL und SCHULLER, 1983; CAPON und MORDON,
2003). Ein weiterer Ansatz für eine bessere Wundheilung begann mit ABERGEL
et al. (1986) und dem Versuch des Laser-unterstützten Wundverschlusses ("Laser-
assisted wound closure"). Obwohl sich zu Beginn vereinzelt Verbesserungen im
Heilungsprozess und im Narbenprofil zeigten, sorgten die hohen Temperaturen, die
für diese kutane Schweißtechnik nötig waren, für irreversible thermale Schädigun-
gen, Blutungen und Nekrosen (GODLEWSKI et al., 1996; BASS und TREAT, 1995;
GARDEN et al., 1986).
Zur Vermeidung dieser thermalen Schädigungen wurde in einigen Studien der
wirkungsvollere Einsatz von Lötmitteln gezeigt (DECOSTE et al., 1992; KIRSCH
et al., 1997; CHIARUGI et al., 1996; POPPAS et al., 1996; MASSICOTTE et al.,
1998; REALI et al., 1994; ROMANOS et al., 1995). Sowohl die Applikation von
Farblötmitteln als auch Albumin auf die Wunde bzw. Inzision sorgte für eine
Absorption der Laserenergie und Begrenzung der Hitzeentwicklung. Eine sofortig
erhöhte Reißfestigkeit der Wunde bei gleichzeitiger Gewebeschonung war die Folge.
Diese Methoden konnten durch zusätzlichen Einsatz von Wachstumsfaktoren (wie
z.B. TGF- ) weiter verbessert werden. Die schwierige gezielte Dosierung dieser
Stoffe, der erhöhte Aufwand und die vermehrten Kosten waren die Kehrseite dieser
Methoden. Vor allem aber sind keine klinischen Studien verfügbar, die ihre Wirkung
in der Praxis bestätigten (CAPON und MORDON, 2003).
Für ein einfacheres und besser reproduzierbares Vorgehen schlugen CAPON et al.
(1999, 2001) die alleinige Nutzung eine Lasers für den Wundverschluss vor. Sie
konnten zeigen, dass der Wundschluss durch einen 815-nm Diodenlaser viermal
schneller durchgeführt werden konnte als in der mit Naht versorgten Kontroll-
gruppe. Histologisch konnten eine früher durchgängige Epidermis und Dermis
nachgewiesen werden. Der beschleunigte Heilungsprozess führte zu einer deutlich
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geringen Narbenbildung als in der Kontrolle. Auch die Belastbarkeit nach 7 bzw.
15 Tagen war deutlich besser. Zudem zeigte sich an Tag 1 nach Laseranwendung
eine deutliche Hsp70-Expression. Zusammen mit den Beobachtungen von SOUIL
et al. (2001) schlussfolgerten sie die mögliche wichtige Rolle der laserinduzierten
Hitzeschockantwort (u.a. Hsp70-Expression) mit einem 815-nm Diodenlaser auf
den Wundheilungsprozess und die Narbenbildung.
4.1.2 Laserbehandlung bestehender Narben
Mit der Einführung neuer, modernerer Lasersysteme bestand nun die Möglichkeit
bestehende Narben durch dermales Remodeling erfolgreich zu verringern. Die
verwendeten Lasersysteme umfassen u.a. Farbstofflaser, ablativ fraktionale Laser
und nicht-ablativ fraktionale Laser. Für hypertrophe Narben und Keloide stellte
sich der 585-nm Farbstofflaser als Goldstandard heraus (VASILY et al., 2009;
ELSAIE und CHOUDHARY, 2010; PON et al., 2012). Für atrophe Narben schienen
fraktionale CO2 und Nd:YAG- Laser bessere Resultate zu erzielen (PON et al., 2012).
Weitere Studien untersuchten zudem die Wirkung von nicht-ablativer fraktionaler
Lasertherapie auf das Erscheinungsbild chirurgischer sowie hypertropher und
atropher Narben (LIN et al., 2011; TIERNEY et al., 2009; VASILY et al., 2009; CHO
et al., 2010; KOIKE et al., 2014; ROGACHEFSKY et al., 2003).
Unter Verwendung eines 1.540-nm Er:Glass Lasers (Lux1540, 30-60mJ/µb, 10-
15ms, 2-5 Passes) konnte nach 2 Wochen bereits eine histologische Verbesserung
von chirurgischen und posttraumatischen Narben erkannt werden (VASILY et al.,
2009). Direkt nach Laserbeschuss zeigte sich eine subepidermale Spaltbildung
(Clefting) mit darunterliegender dermaler Koagulationszone (VASILY et al., 2009).
In den histologischen Bilder 3.6-3.10 (Versuchsreihen 3.2.2-3.2.4, S. 36-42) konnte
dies ebenfalls bestätigt werden. Nach 72 Stunden kam es in-vivo zu einer kom-
pletten Reepithelisierung (VASILY et al., 2009). Dieser dynamischen Prozess lässt
sich jedoch nicht im human Hautexplantatmodell darstellen, mit der Folge einer
histologisch vollständigen Epidermisablösung in einigen Proben der Tage 3 und 5
(siehe Kapitel 4.3.1, S. 88). VASILY et al. (2009) stellten zudem eine mildere
Entzündungsreaktion im Vergleich zur ablativen Lasertherapie fest. Nach 4-7
Sitzungen zeigte sich auch klinisch eine deutliche Verbesserung der Narbenbildung.
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HÆDERSDAL et al. (2009) beobachteten ebenfalls nach Behandlung mit einem
1.540-nm Er:Glass Laser (Starlux, Palomar Medical Technologies) eine signifikante
Verbesserung bei Verbrennungsnarben. In einer weiteren Studie mit einem 1.540-
nm Er:Glass Laser (Starlux 300, 1.540-nm Handstück, 45-85 J/cm2, 15ms, 3-4
Passes) zeigte die Behandlung keinen klinischen Effekt auf hypertrophe Narben
(VERHAEGHE et al., 2013). In der subjektiven Beurteilung der Probanden schnitten
sie jedoch ästhetisch besser ab als die Kontrollgruppe. Sie stuften die Behandlung,
wie die vorherig genannten Studien als sicher und nebenwirkungsarm ein.
Eine Reihe von Studien untersuchte den Effekt eines 1.550-nm Erbium-dotierten
Lasers (Fraxel; Mosaic) auf unterschiedliche Narben (TIERNEY et al., 2009; CHOE
et al., 2009; KUNISHIGE et al., 2010; NIWA et al., 2009; LIN et al., 2011). Dieses
Lasersystem ähnelt in seiner Wellenlänge und Absorptionsverhalten dem vorange-
gangen 1.540-nm Er:Glass Laser, der auch in Kapitel 3 (S. 32) untersucht wurde.
Nicht-ablative fraktionale Lasertherapie (1.550-nm Erbium-dotierter Laser, 40mJ,
Treatmentlevel 5-9) erwies sich in der Studie von LIN et al. (2011) als wirksames
Mittel zur Verbesserung von postoperativen hypertrophen Narben. Sie stellten
dabei fest, dass jüngere Narben (<2 Jahre) besser auf die Behandlung ansprachen
als ältere Narben (> 6 Jahre). Auch andere Studie bestätigen, dass eine frühe La-
sertherapie den Therapieerfolg maßgeblich mitbestimmt (ONG und BASHIR, 2012;
LECLÈRE und MORDON, 2010; HELBIG und PAASCH, 2011). CHOE et al. (2009)
behandelten chirurgische Wunden zwei bis drei Wochen nach Thyreoidektomie
mit einem 1.550-nm Er:Glass Laser (Mosaic, Lutronic Corporation, 10 mJ, 1500
spots/cm2). Die 27 Patienten erhielten 4 Sitzungen in einem monatlichen Intervall.
Die behandelten Narben zeigten nach 6 Monaten eine signifikante Verbesserung
gegenüber der Kontrollgruppe. Es konnten keine Nebenwirkungen beobachtet
werden. Auch KUNISHIGE et al. (2010) schlussfolgerten aus ihren Ergebnissen an
atrophen und hypertrophen Narben die sichere und effektive Anwendung eines
1.550-nm Erbium-dotierten Lasers (Fraxel, Solta Medical; 6-70 mJ, 312-2500
MTZ/cm2, 6-10 Passes). Die Probanden erhielten bis zu 8 Sitzungen. Alle Narben
zeigten eine mind. 50% Verbesserung. Bei der Hälfte der Patienten konnte eine
Verbesserung von bis zu 75% erreicht werden. Mit dem gleichen Lasersystem
konnten auch ALSTER et al. (2007) eine Verbesserung bei atrophen Narben von
51-75% beobachten. Die nicht-ablative fraktionale Lasertherapie (NAFXL) zeigte
in einer Studie im Vergleich zum 595-nm gepulsten Farbstofflaser ein deutlichere
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Verbesserung des Narbenprofils (TIERNEY et al., 2009). Die größere Penetrati-
onstiefe und die gezielten mikrothermalen Verletzungen der NAFXL scheinen die
Neokollagenese und Kollagenabbau und somit ein besseres Narbenremodelling zu
fördern (TANZI und ALSTER, 2003; TIERNEY et al., 2009).
Für den verwendeten 1.064-nm Nd:YAG Laser zeigten sich ebenfalls klinisch
vielversprechende Studien. KOIKE et al. (2014) konnte an 102 Probanden zeigen,
dass eine 1-jährige Lasertherapie mit einem 1.064-nm Nd:YAG Laser (Genesis
Cutera; 65-75 J/cm2, 250 µs, 2 Hz, 3 Passes) zur Verbesserung von hypertrophen
Narben und Keloiden führte, wohingegen andere Therapieformen zuvor keine
Wirkung gezeigt haben. Dabei reagierten hypertrophe Narben signifikant besser
auf die Behandlung als Keloide. Sobald Keloide nach Laserbehandlung weiterhin
eine minimale Rötung und Verhärtung aufwiesen, wurde ein Rezidiv nach circa 6
Monate beobachtet (KOIKE et al., 2014). Ähnliche Ergebnisse konnten auch CHO
et al. (2010) mit einem 1.064 nm Nd: YAG Laser bestätigen. Auch atrophe und
verschieden strukturierte Aknenarben konnten mit einem 1.320-nm Nd.YAG Laser
sicher und effektiv behandelt werden (ROGACHEFSKY et al., 2003).
Es liegen aktuell keine Studien vor, die eine Narbentherapie mit einem 755-nm
Alexandrit-Laser untersuchten.
Nicht-ablative fraktionale Lasertherapie (NAFXL) zeichnet sich im Vergleich zur
ablativen Lasertherapie unter anderem durch eine verkürzte Downtime, eine intakte
epidermale Barriere und geringes Bulkheating aus. In den ausgewählten Studien
kamen die 1540-nm Er:Glass, 1.064-nm Nd:YAG und 1.550-nm Erbium-dotierten
Lasersysteme zum Einsatz. Sie bestätigen den erfolgreichen postoperativen Ein-
satz zwei der ausgewählten Lasersysteme dieser Arbeit für die Behandlung ver-
schiedener Narbentypen. Einige Nachteile dieser postoperativen Narbentherapie
sind unter anderem die Notwendigkeit wiederholter Anwendungen, Gefahr der
Narbenverschlechterung und Hyper-/Hypopigmentierung. Zudem scheint es bisher
nicht möglich, die Narbengewebe vollständig durch normales Hautgewebe zu
ersetzen.
Daraus stellt sich Frage: Wenn die nachträgliche Möglichkeit der Narbenreduktion
Erfolge erzielt, könnte dann eine präventive oder frühe postoperative Lasertherapie
die Narbenbildung verringern bzw. gänzlich verhindern?
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4.1.3 Lasertherapie als Prävention der Narbenbildung
Eine frühe postoperative Laserbehandlung versucht die Wundheilungsprozesse in
dem Maß zu ändern, dass eine Minimierung der Narbenbildung resultiert. Mehrere
Studien zeigten hier erste Erfolge (CONOLOGUE und NORWOOD, 2006; CAPON et al.,
2009, 2010; NOURI et al., 2003, 2009; JUNG et al., 2011; KIM et al., 2011; CHOE
et al., 2009; GOSSÉ et al., 2009; YUN et al., 2011). CONOLOGUE und NORWOOD
(2006) untersuchten die Wirkung eines 595-nm gepulstem Farbstofflaser an chirur-
gischen Narben. Alle Narben konnten im Vergleich zum unbehandelten Narbenteil
eine klinische und kosmetische Verbesserung erzielen. Auch (KIM et al., 2011)
konnten den positiven Einfluss dieses Farbstofflasers auf chirurgische Narben
beobachten. Ähnliche Ergebnisse erzielten NOURI et al. (2003) mit einem 585-nm
gepulstem Farbstofflaser. In einer weiteren Studie bestätigten NOURI et al. (2009)
erneut den wirksamen Einsatz dieser Laser. Trotz dieser positiven Ergebnisse
konnten die Narbenbildung auch hier nicht vollständig verhindert werden. Die
Laserbehandlung alle dieser Studien begann am Tag der Nahtentfernung circa 2
Wochen nach dem chirurgischen Eingriff. Innerhalb dieses Zeitraums ist jedoch die
wichtige inflammatorische Phase bereits beendet und die Phase der Zellproliferation
hochaktiv (LECLÈRE und MORDON, 2010). Diese 7-14 Tage scheinen bedeutend
für den Prozess der Narbenbildung zu sein (LECLÈRE und MORDON, 2010) (siehe
Kapitel 1.3.1, S. 7). Die möglichst frühe Applikation thermal wirkender Laser scheint
die Heilungsprozesse deutlich zu ändern (LECLÈRE und MORDON, 2010; ONG und
BASHIR, 2012). Die Notwendigkeit von mindestens 3 Behandlungssitzungen war
ein weiterer Nachteil.
Ein anderer Ansatz war die sofortige Lasertherapie der frischen chirurgischen
Wunde (GOSSÉ et al., 2009; CAPON et al., 2009, 2010). Die Studien verwendeten
einen 810-nm Diodenlaser direkt nach Wundverschluss und konnten bei alle Pro-
banden eine signifikante Verbesserung im Narbenprofil darstellen. Nebenwirkungen
konnten nicht beobachtet werden. Eine höhere Energiedichte schien bessere
Ergebnisse zu erzielen (GOSSÉ et al., 2009; CAPON et al., 2010).
Ein weiterer möglicher Schritt in Richtung narbenloser Heilung wäre die präoperati-
ve Lasertherapie mit dem Ziel einer maximale Induktion der Hitzeschockantwort.
Von höchster Bedeutung scheint der Grad der thermischen Schädigung für eine
optimale Hitzeschockantwort ohne dabei irreversible Schädigungen zu verursachen
(PAASCH et al., 2014; HELBIG und PAASCH, 2011). Die passende Auswahl des
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Lasersystems und dessen Parametereinstellungen sind hierfür entscheidend. Im
Folgenden werden nun die Ergebnisse der laserinduzierten Hsp70-Expression
unserer Untersuchungen (Kapitel 3, S. 32) mit der aktuellen Literatur verglichen.
4.2 Vergleich der Ergebnisse unter akuteller
Literatur
In der Literatur finden sich einige in-vitro und in-vivo Studien, die eine laserinduzier-
te Hsp70-Expression untersuchten. Im folgenden werden sie unseren Ergebnisse
gegenübergestellt:
HELBIG et al. (2010a) nutzten für ihre Studie dasselbe menschliche Explantatmodell.
Ebenso wurde dieselbe Immunhistochemie und Bewertungsmethode angewandt.
Mithilfe eines CO2-Lasers (10.600-nm, Exelo2; 250µm Spotsize; 150 MAZ/cm2;
50, 64, 300 mJ) zeigten sie eine energieabhängige, kurzzeitige Hsp70-Expression.
Diese erstreckte sich vor allem auf die epidermalen Schichten. Im stratum papillare
und der oberen Dermis waren vereinzelte Zellen leicht gefärbt. Hautanhangsgebilde
wiesen ebenfalls eine Hsp70-Färbung auf. Das Hsp70-Maximum konnte zwischen
1h bis 24h nach Laserbeschuss festgestellt werden. An den Tagen 1, 3 und 7
zeigte die immunhistochemische Färbung einen deutlichen Rückgang der Hsp70-
Expression. Die Hsp70-Färbung schien auf den Stand vor Laserbehandlung,
vereinzelt sogar darunter abzufallen. Zwischen den einzelnen Energiegruppen
ließen sich nur minimale Unterschiede in der Farbintensität erkennen. Unsere
Versuchsreihen (Kapitel 3, S. 32) zeigten ein späteres Hsp70-Expressionsmuster.
Alle drei Lasersysteme hatten ihr Hsp70-Maximum zwischen Tag 1 und Tag 3. Die
auswertbaren Proben wiesen auch am letzten Tag eine Hsp70-Expression über
der Kontrollgruppe auf. Auch andere Studien zeigten ein über der Kontrollgruppe
liegendes Hsp70-Niveau nach >5 Tagen und bestätigen so unsere Ergebnisse
(HELBIG et al., 2010b; XU et al., 2011; SOUIL et al., 2001; PAASCH et al., 2014). Die
schnellere Hsp70-Expression der Helbig Studie könnte mit dem ablativen Charakter
des CO2-Lasers zusammenhängen (HELBIG et al., 2010a). Höhere thermische
Schädigungen scheinen zu einer schnelleren Hsp70-Expression zu führen, wo-
hingegen zu hohe thermale Auswirkungen eine verspätete Hitzeschockantwort
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bedingen (siehe Kapitel 1.1.2, S. 4) (WILMINK et al., 2009, 2007). Eine geringe ther-
mische Laserwirkung induziert eine langsamere und vor allem niedrigere Hsp70-
Expression (siehe Versuchsreihen 3.3.1;3.4.2-3.4.4, S. 45,59-64 und Kapitel 4.4, S.
90). Ähnlichkeiten zeigten sich in der räumlichen Ausdehnung der Hsp70-Färbung.
Die histologischen Abbildungen im Ergebnisteils (Kapitel 3) zeigten ebenfalls die
deutlichste Farbintensität in den epidermalen Schichten (Stratum spinosum und
Stratum basale). In ähnlichem Maße wiesen die Hautanhangsgebilde anfangs eine
erkennbare Hsp70-Färbung, verblassten im zeitlichen Verlauf aber merklich.
Ein weitere in-vitro Studie von PAASCH et al. (2014) prüfte die Fähigkeit dreier
unterschiedlicher Lasersysteme und deren Kombination eine Hsp70-Expression zu
erzeugen. Das Ziel war zu zeigen, ob das Hinzufügen eines zweiten ablativ fraktio-
nalen Lasers eine effektivere Hsp70-Expression erzeugt als ein einzelner Laser.
Sie nutzten die gleiche Inkubationsmethode und Immunhistochemie, verwendeten
jedoch Schweinehaut. Die Bewertung der Hautproben folgte demselben Schema
wie in unserer Arbeit. Die Hautproben wurden jeweils mit einem (1) 808-nm Dioden
Laser ( 51J/cm2, 18ms; 2 Passes), einem von zwei ablativen fraktionalen Lasern (
(2) 10.600-nm CO2 -Laser, Exelo2; 250µm Spotsize, 250 MAZ/cm2, 40 mJ, 1 Pass ;
(3) 2.940-nm Er:YAG, Burane FXL; 144 MAZ/cm2, 300ms, 180 J/cm2 per MAZ) und
deren Kombination (1) + (2) bzw. (1) + (3) behandelt.
Die immunhistologischen Schnitte zeigten wie schon die vorherige Studie die
deutlichste Färbung in der Epidermis und eine geringere Färbung in den derma-
len Schichten sowie Hautanhangsgebilden, ebenfalls übereinstimmend zu den
histologischen Bildern unserer Arbeit. Die Hsp70-Expression konnte als eine
langanhaltende zelluläre Antwort auf die Laserbehandlung festgestellt werden.
Alle Versuchsreihen unserer Arbeit (Kapitel 3, S. 32) wiesen auch am fünften Tag
eine Hsp70-Färbung auf und bestätigen ihre Ergebnisse. Unterschiede stellen
sich jedoch im Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Expression dar. In der Studie von
PAASCH et al. (2014) zeigte der Diodenlaser sein Hsp70-Maximum an Tag 3 und
Tag 6, die beiden ablativen fraktionalen Laser zeigten den Höhepunkt an Tag 6. Am
deutlichsten fiel die Bewertung der Hsp70-Färbung bei den beiden kombinierten
Lasern aus, die ebenfalls an Tag 6 ihren Höhepunkt erreichten. Anhand dieser
Ergebnisse schlussfolgerten sie, dass sich die kombinierte Anwendung dieser
Lasersysteme synergistisch auf die Hsp70-Expression auswirkte.
Die Hsp70-Expression ist im Vergleich zu unseren Ergebnissen (Kapitel 3, S.
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32) verspätet. Ein möglicher Grund hierfür scheint die Verwendung von wider-
standsfähiger Schweinehaut zu sein. Zudem könnte sie ein unterschiedliches
Expressionsverhalten der Hsp70-Proteine aufweisen. Die kombinierte Anwendung
zweier Lasersysteme resultiert in einem höheren thermalen Schaden. Zu hohe
thermalen Einwirkungen scheinen die Hsp70-Expression zu verlangsamen, da die
zellulären Mechanismen, die Hsp70 bereitstellen geschädigt sind (WILMINK et al.,
2009, 2007). Die Versuchsreihen des 755-nm Alexandrit-Lasers (Kapitel 3.3.1, S.
45) und die drei niedrigsten Einstellung des 1.064-nm Nd:YAG-Lasers (Kapitel 3.4.2,
S. 59; 3.4.3, S. 61; 3.4.4,3S. 59) zeigten als einzige einen vergleichbar späten
Höhepunkt der Hsp70-Expression am Tag 3. Keiner der gelaserten Hautproben
unserer Arbeit erzielte an Tag 5 ihren höchsten Wert.
In der in-vitro Studie von HELBIG et al. (2010b) kam ein nicht ablativer fraktionaler
1.540-nm Er:Glass Laser (Aramis; 30J/cm2, 1-Hz, 1 Pass) und zwei verschiedene
nicht thermale, nicht ablative LED Lichter (LEDA SCR red light, 635-nm; LEDA SCR
yellow light, 586-nm) zur Anwendung. Dasselbe menschliche Hautexplanatmodell
wurde verwendet. Das Bewertungsschema war wie in den vorherig genannten
Studie ähnlich. Nach LED-Behandlung konnte in keinen der Hautexplantate eine
Hsp70-Expression gezeigt werden. Hingegen konnte 60 Minuten nach Anwendung
des Lasersystems eine Hochregulation der Hsp70-Proteine immunhistologisch
feststellen. Wie in den anderen Studien zeigten auch unsere Ergebnisse (Kapitel 3,
S. 32) die deutlichste Hsp70-Färbung in den epidermalen Schichten. Die Dermis
wie auch die Hautanhangsgebilde zeigten eine geringere Färbung von Hsp70-
Proteinen. Das Maximum dieser Hsp70-Expression war zwischen dem 1. und 3.
Tag nach Laserbehandlung. Aufgrund der geringen Explanatzahl kristallisierte sich
kein genauerer Höhepunkt heraus. In Kapitel 3.2.1 (S. 34) kam ein Lasersystem
mit gleicher Wellenlänge zum Einsatz. Die Ergebnisse sind vergleichbar. Kapitel
3.2.1 zeigt ein signifikantes Hsp70-Maximum an Tag 1. Dies wird von allen
drei Versuchsreihen 3.2.2- 3.2.4 bestätigt. Aufgrund der hohen Zerstörung der
Gewebeproben an Tag 3 und 5 ließen sich keine Aussagen über den Verlauf und
Unterschied der Hsp70-Konzentration zu diesen Tagen machen.
Einer der ersten in-vivo Studien zur laserinduzierten Hsp70-Expression waren
die Arbeiten von CAPON et al. (2001) und SOUIL et al. (2001). Sie verwendeten
einen 815-nm Diodenlaser (Opto-Power Corporation; 1.5 W, 3s) und normale
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haarlose Ratten. Die immunhistologischen Schnitte zeigten eine deutliche Hochre-
gulierung von Hsp70 nach einem Tag. Wie in den vorherigen Studien war die
deutlichste Hsp70-Färbung in der Epidermis (Stratum spinosum und Stratum
basale) nachzuweisen. Ebenfalls konnten gefärbte Zellen im stratum papillare und
in der oberen Dermis vor allem in der Nähe von Blutgefäßen beobachtet werden.
Hautanhangsgebilde waren vergleichbar gefärbt. Am Tag 7 verblasste die Hsp70-
Färbung in den meisten Schichten deutlich. Im Stratum spinosum war jedoch kein
Rückgang der Hsp70-Expression erkennbar. In beiden Studien konnte der erste
Tag in nahezu allen Schichten die höchste Farbbewertung erzielen. Zusammen
mit einem Rückgang der Hsp70-Färbung an Tag 7 lässt sich das Hsp70-Maximum
um den ersten Tag interpretieren. Dies stimmt größtenteils mit Ergebnisse unserer
Untersuchungen überein. Der Verlauf der Hsp70-Färbungsintensität innerhalb der
Epidermis und der Hautanhangsgebilde zeigt in den meisten Versuchsreihen aus
Kapitel 3 (S. 32) ein ähnliches Bild.
HELBIG et al. (2009) untersuchten in einer humanen in vivo Studie die Auswirkung
einer einmaligen ablativ fraktionalen Lasertherapie (10.600-nm CO2-Laser, Exelo2,
250µm Spotsize; 50, 100, 300 mJ/cm2; 200, 100, 50 J/cm2 pro MAZ) über einen
Zeitraum von 14 Tagen. Immunhistologisch wurden Hsp70, Hsp72, Hsp47, TGF-
 , Prokollagen III, CD3, CD20 und CD68 eine Stunde, 3 Tage und 14 Tage nach
Laserbehandlung dargestellt. Wie in den vorherigen Studien zeigte sich die höchste
Hsp70/Hsp72 und TGF-  -Expression im Stratum spinosum der Epidermis. Die
basale Schicht der Epidermis wies eine geringere Hsp70-Färbung auf, ebenso wie
das Stratum papillare und die Hautanhangsgebilde. Eine Hitzeschockanwort konnte
bei allen Energiegruppen bereits eine Stunde nach Laserbeschuss immunhistolo-
gisch nachgewiesen werden. Ein Hsp70/Hsp72-Maximum konnte nicht signifikant
festgestellt werden, ebenso konnten keine ausschlaggebenden Unterschiede in der
Hsp70-Expression zwischen den einzelnen Energiegruppen beobachtet werden.
Unterschiede zwischen der Expression von Hsp70 und Hsp72 zeigten sich nicht.
Alle Ergebnisse aus Kapitel 3 (S. 32) bestätigen die rapide Hochregulation von
Hsp70 nach Lasereinwirkung unabhängig des ausgewählten Lasersystems. Es
konnte im Gegensatz zu dieser Studie jedoch signifikante Unterschiede in der
Expression von Hsp70 sowohl innerhalb der einzelnen Tage als auch zwischen
den einzelnen Parametereinstellungen gezeigt werden. Die in vivo Studie von
HELBIG et al. (2009) konnte dazu aufgrund der geringen Anzahl an Hautproben
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(n=60) keine sichere Aussage treffen. Dies bestätigt auch die Notwendigkeit eines
Explanatmodells, um eine Vielzahl an Hautproben untersuchen zu können. Die
räumliche Ausdehnung der Hsp70-Färbung über Epidermis und Dermis deckt sich
mit den Ergebnissen unserer und der bereits genannten Studien.
Weitere in vivo Ergebnisse von XU et al. (2011) an menschlichen Proben bestätigen
die rapide Hochregulation von Hsp70 4 Stunden nach Laserbehandlung (10.600-
nm, Ultrapulse Encore; 15 mJ, 196 MTZs/cm2, 300 Hz) Die Hsp70-Level waren
bis zu 3 Monate nach Laseranwendung erhöht. Ein genaueres Hsp70-Maximum
wurde nicht genannt.
Auch SAJJADI et al. (2013) zeigten 4 Stunden nach Laseranwendung (1.064-
nm Nd:YAG, 1.5 mJ pro Pulse, 200 ns Pulsweite) eine Hsp70-Expression an
Mäusehaut, konnte zu diesem Zeitpunkt jedoch schon das Maximum ausmachen;
Innerhalb von 24 Stunden fiel die Hsp70-Expression ab. WILMINK et al. (2009)
bestätigten in ähnlicher Weise die rapide Induktion von Hsp70-Proteinen nach
Lasereinwirkung (Dioden-Laser, unterschiedliche Parametereinstellung); ein Maxi-
mum konnte zwischen 9-15 Stunden dargestellt werden.
YAMASAKI et al. (2008) konnte nach Laserbestrahlung (CO2-Laser) der Gingiva bei
Ratten eine sofortige Hsp70-Expression mit Höhepunkt an Tag 1 darstellen.
Im Gegensatz dazu kam es bei den Untersuchungen von HANTASH et al. (2007b)
zu keiner sofortigen Hsp70/72-Expression nach Laseranwendung (10.600-nm
CO2-Laser; 5-40 mJ, 100-400 MTZ/cm2, 1 Pass). Sie stellten erst 2 Tage nach
Laserbehandlung die ersten Hsp70/72-Proteine in vivo fest und beobachteten
innerhalb von 3 Monaten einen deutlichen Rückgang.
Auch LAUBACH et al. (2006) konnten keine rapide Hsp70-Expression festhalten.
Eine Stunde nach nicht ablativ fraktionaler Laseranwendung (1.500-nm, Laser-
Prototyp, 5 mJ/MTZ, 1600 MTZ/cm2, 1 Pass) an 10 humanen Probanden zeigte
sich keine Hsp70-Expression, 1 Tag nach Laserexposition stellten sie jedoch ein
Hsp70-Expression (Maximum) fest, das in den Folgetagen auf das Anfangsniveau
sank.
Die Studienlage stellt ein uneinheitliches Bild der Hsp70-Expression dar. Die
unterschiedlichen Lasersysteme und gewählten Parametereinstellungen bedingen
abweichende Hsp70-Expressionsmuster, die in der Höhe, dem Zeitpunkt und der
Dauer variieren. Dies stellen auch die ausgewählten Lasern dieser Arbeit signifikant
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dar (siehe Kapitel 3, S. 32 und Kapitel 4.4, S. 90). Durch die Verwendung von Haut-
proben unterschiedlichem Ursprungs (Schweine, Ratten, Mäuse und Menschen),
die unterschiedlichen Kühlungsmethoden, und die geringe Anzahl der Proben
wird eine vergleichende Analyse erschwert. Hier zeigt sich die Notwendigkeit
eines humanen Explanatmodells, das ein höheres Probenvolumen zulässt und
reproduzierbare Ergebnisse erleichtert.
Das sichere Funktionieren einer laserinduzierten Hitzeschockantwort wurde jedoch
mehrheitlich bestätigt. Bei genauerer Betrachtung lassen die Studien eine Tendenz
der maximalen Hsp70-Expression zwischen Tag 1 und Tag 3 erkennen. Alle
Versuchsreihen aus Kapitel 3 bestätigen diese schnelle zelluläre Hitzeschockanwort.
Insbesondere zeigte sich, dass unter gleichen Bedingungen die Reproduzierbarkeit
der Hsp70-Expression möglich ist (HELBIG et al., 2010b).
Zusammen mit der laser-induzierte Hsp70-Expression konnten die dargestellten
Studien die Hochregulation weiterer Wundheilungsmediatoren zeigen; TGF- ,
Hsp47, MMP und Prokollagen I / III beeinflussen unter anderem die komplexen
Abläufe des Heilungsprozesses und modulieren die Narbenbildung deutlich (siehe
Kapitel 1.4, S. 14).
Aus keiner der Studien konnten genauere Rückschlüsse zwischen dem Hsp70-
Expressionmusters und den verwendeten Wellenlängen bzw. Parametereinstel-
lungen hergestellt werden. Zudem kamen in der Mehrzahl der Studien ablative
Lasersysteme zum Einsatz, die zur Zerstörung der epidermalen Barriere führen.
Die hier vorliegende Untersuchung soll diese Lücke schließen und unter gleichblei-
benden Bedingungen drei nicht ablative Lasersysteme auf ihre Fähigkeit der Hsp70-
Expression prüfen. Nachdem gezeigt werden konnte, dass die aktuelle Literatur
das grundsätzliche Funktionieren der Studie bestätigt und die Versuchsreihen aus
Kapitel 3 (S. 32) ein signifikantes Hsp70-Expressionsmuster lieferten, werden in
den nachfolgenden Kapiteln die Methodik und die Ergebnisse diskutiert.
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4.3 Diskussion der Methodik
4.3.1 Explantatmodell
Das verwendete Explantatmodell wurde bereits erfolgreich mit menschlicher und
tierischer Haut eingesetzt (HELBIG et al., 2010b,a; PAASCH et al., 2014). Es ermög-
licht die kurzfristige Darstellung molekularer Veränderung humaner Hautproben.
Der ausgewählte Zeitraum von 5 Tagen schien passend für dieses Modell. Das
verwendeten Nährmedium behauptete sich ebenfalls in mehreren Studien (HELBIG
et al., 2010b,a; PAASCH et al., 2014). Die Grenzen dieses Modells zeigen sich
vor allem darin, dass regenerative Prozesse wie Vaskularisation und Reepithe-
lisierung nicht dargestellt werden können. Dieser Prozess zeigte sich bei den
Epidermisablösungen an Tag 3 und 5. In den meisten in vivo Fällen scheint
die epidermale Barriere zu diesem Zeitpunkt bereits wiederhergestellt (VASILY
et al., 2009). Insgesamt konnte die Epidermis von 13% der Hautproben nicht
ausgewertet werden. Die Epidermisablösung erfolgte mehrheitlich durch zu hohe
Hitzeeinwirkung. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass einzelne Hautproben
unabhängig davon zerstört wurden oder vom Objektträger abgefallen sind. Die
hohe Zahl der Tag 3- und Tag 5- Schnitte mit auswertbaren Epidermis bestätigt
jedoch, dass Nährmedium und Inkubationsdauer keine destruktiven Effekte auf die
Hautproben zu haben schienen. Auch in den anderen Studien ließen sich keine
Hinweise darauf finden (HELBIG et al., 2010b,a; PAASCH et al., 2014).
4.3.2 Kühlung
Auf die Kühlung der Hautproben wurde bewusst verzichtet. Das Ziel war eine
bessere Reproduzierbarkeit und geringe Beeinflussung der Hsp70-Expression
durch stark gekühlte Hautproben zu erreichen. Einige Studien untersuchten den
Effekt der Kühltemperatur auf die Zellreaktion und Epidermisschädigung. Bei
Temperaturen von 13 C oder höher konnte eine signifikante Hsp70-Expression in
Rattenhaut festgestellt werden (BROWN et al., 2007). Temperaturen von niedriger
als 5 C hingegen führten zu keiner zellulären Reaktion (Hitzeschockantwort). Die
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Autoren schlussfolgerten, dass bei niedrigen Temperaturen die gesamte Dermis
und Epidermis geschützt zu sein scheint. Sie konnte keine Epidermisschädigung
bei Kühltemperaturen von 0 C bis 25 C erkennen. Auch LAUBACH et al. (2007)
zeigten die wichtige Rolle der Hauttemperatur für eine erfolgreiche Lasertherapie
auf.
Der im Handstück integrierte Kühlkörper (1.064-nm Nd:YAG Laser und 1.540-
nm Er:Glass Laser) wurde durch kontaktloses und schnelle Positionierung des
Handstücks deaktiviert. Die Lasersysteme wurde jeweils von derselben Person und
jeweils im selben Abstand zu den Hautproben verwendet. Der 755-nm Alexandrit-
Laser wurde ebenfalls ohne externe Kühlung betrieben. So konnte sichergestellt
werden, dass keine unterschiedlichen Kühlmethoden und Kühltemperatur die
Hsp70-Expression beeinflussten.
4.3.3 Bewertung der Proben
Vier unabhängige Untersucher bewerteten die gefärbten Hautproben. Die Be-
wertung erfolgte anhand der Beispielbilder und Bewertungskriterien sowie ohne
Kenntnis über die Auswertung der anderen Untersucher. Eine Vielzahl von Studien
konnte dieses und ähnliche Bewertungsschema erfolgreich einsetzen (SOUIL et al.,
2001; HELBIG et al., 2009, 2010b,a; PAASCH et al., 2014). Aufgrund der unver-
meidbaren subjektiven Sichtweise der einzelnen Farbintensität wurden Mittelwerte
gebildet. So konnte die subjektive Farberkennung minimiert werden.
4.3.4 Statistische Auswertung
Die Mehrheit der Studien zu dieser Thematik verzichtete auf die statistische
Signifikanzüberprüfung der Ergebnisse (SOUIL et al., 2001; HELBIG et al., 2009,
2010b; PAASCH et al., 2014). In unseren Untersuchungen fanden die in Kapitel 2.5.3
(S. 29) beschriebenen Tests ihre Anwendung. Da einige Proben nicht auszuwerten
waren, verringerte sich bei manchen Versuchsreihen die Probenzahl und sorgte
für eine strengere Bewertung der Signifikanz. Im nachfolgenden Kapitel 4.4 (S. 90)




Das immunhistochemische Vorgehen wurde bereits erfolgreich eingesetzt. Die
Materialien und Protokoll waren nahezu identisch (HELBIG et al., 2009, 2010b,a;
PAASCH et al., 2014). Es wurde alle Hautproben einer Versuchsreihe im selben
Durchgang gefärbt. Die genaue Einhaltung des Protokolls war entscheidend und
wurde von derselben Person durchgeführt.
4.4 Vergleich der drei Lasersysteme
Die in Kapitel 3 (S. 32) dargestellten Versuchsreihen zeigten die Fähigkeit der
einzelnen Laser, eine signifikante Hsp70-Expression in humanen Hautproben zu
erzeugen (p<0,05).
Die höchste Hsp70-Konzentration zeigte der 1.064-nm Nd:YAG Laser mit seiner
stärksten untersuchten Einstellung (50 J/cm2 50ms, Versuchsreihe 3.4.6, S. 71).
Die nächstniedrigeren Hsp70-Konzentrationen zeigten die Versuchsreihen 3.2.3
(50 J/cm2 15ms, S. 39) und 3.2.4 (60 J/cm2 15ms, S. 42) des 1.540-nm Er:Glass
Lasers sowie die Versuchsreihe 3.4.5 (40 J/cm2 50ms, S. 67) des 1064-nm Nd:YAG
Lasers.
Alle vier Hsp70-Maxima wurden im Mittelwert an Tag 1 erreicht. Bei den genannten
Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Laser stellten sich zwischen Tag 1
und Tag 3 keine signifikanten Unterschiede heraus (p=0,067, Post-Hoc-Test). Aus
den Grafiken in Kapitel 3.4.1 (S. 58) und der Grafik 3.33 (S. 75) zeigt sich dennoch
eine Tendenz in Richtung Tag 1. Die Grafik aller Gewebeproben (Grafik 3.1, S. 33)
sowie die Grafik aller 1.540-nm Gewebeproben (Grafik 3.4,S. 35) bestätigen diese
Tendenz. Im Gegensatz hierzu stellen die Grafiken 3.11) (S. 46) und 3.32 (S. 75)
des 755-nm Alexandrit-Lasers keine erkennbaren Tendenzen zu Tag 1 oder Tag 3
dar. Ihre Hsp70-Maxima liegen deutlich näher zusammen (p>0,05).
Alle vier Parametereinstellungen hatten jeweils die höchsten Energiedichten bzw.
Pulsdauern der beiden Lasersysteme. Die Mittelwerte der genannten Parameter-
einstellungen befanden sich nahe dem Score 3. Lediglich die stärkste Parameter-
einstellung des 1.064-nm Nd:YAG Laser (50 J/cm2 50ms, Versuchsreihe 3.4.6, S.
71) konnte einen leicht höheren Score von 3,4 im Mittelwert erreichen. Ihre Maxima
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unterschieden sich jedoch nicht signifikant voneinander (p=0,34). Hinsichtlich der
Höhe und des Zeitpunkts der maximalen Hsp70-Expression zeigen die stärksten
Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Laser und des 1.540 Er:Glass Laser
somit keine signifikanten Unterschiede.
Im Vergleich hierzu erzielte der 755-nm Alexandrit-Laser geringere Hsp70-Maxima.
Sie unterschieden sich an Tag 1 signifikant von den beiden stärksten Parame-
tereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Lasers (40 J/cm2 50ms, Versuchsreihe
3.4.5, S. 67 und 50 J/cm2 50ms, Versuchsreihe 3.4.6, S. 71) (p=0,012, p=0,047,
Post-Hoc-Test). Signifikant niedrigere Hsp70-Expressionen an Tag 1 zeigten die
Parametereinstellungen des 755-nm Alexandrit-Lasers auch gegenüber der Ver-
suchsreihe 3.2.3 (50 J/cm2 15ms, S. 39) des 1.540-nm Er:Glass Lasers (p=0,009,
Post-Hoc-Test). Wie auch beim 1.064-nm Nd:YAG Laser stellt sich beim 755-nm
Alexandrit-Laser der Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Expression zwischen Tag 1
und Tag 3 dar (p=0,59, Post-Hoc-Test).
Da die Tendenz der maximalen Hsp70-Expression Richtung Tag 1 geht und die
Handhabung sowie das Timing an Tag 1 leichter erscheinen, sollte die präventive
Lasertherapie am Tag vor der Operation ausgeführt werden.
Nicht nur unterschiedliche Absorptionsverhalten und thermische Auswirkungen,
auch Energiedichte und Pulsdauer selbst scheinen die Hsp70-Expression beim
1.064-nm Nd:YAG Laser zu beeinflussen. Im Gegensatz zu den beiden stärksten
Energiedichten des 1.064-nm Nd:YAG Lasers zeigten die Versuchsreihen 3.4.2
(20 J/cm2 10ms, S. 59) und 3.4.3 (20 J/cm2 50ms, S. 61) die niedrigste Hsp70-
Expression unserer Untersuchungen. Die 1.064-nm Nd:YAG-Laser induzierte
Hsp70-Expression scheint besonders deutlich von diesen Parametereinstellungen
abzuhängen. Die Mittelwerte der Hsp70-Maxima lagen signifikant auseinander
(p=0,001). Die Grafik 3.33 (S. 75) zeigt dieses Verhalten.
Die Versuchsreihen des 755-nm Alexandrit-Lasers zeigten die konstantesten
Ergebnisse unabhängig von Energiedichte und Pulsdauer. Die Hsp70-Maxima
der Versuchsreihen des 755-nm Alexandrit-Lasers wichen an den Tagen 0, 3 und
5 nicht signifikant voneinander ab (p=0,06, p=0,5, p=0,07). Die Versuchsreihen
3.3.4 (30 J/cm2 20ms, S. 52) und 3.3.5 (30 J/cm2 40ms, S. 55) erreichten die
höchste Hsp70-Konzentration innerhalb des 755-nm Alexandrit-Lasers, aber zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (siehe nächsten Abschnitt).
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Ähnlich konstante Hsp70-Konzentrationen zeigten sich auch an Tag 1 beim 1.540-
nm Er:Glass Laser. Unabhängig der verwendeten Parametereinstellungen wichen
die Hsp70-Konzentration im Mittelwert weniger als 0,5 voneinander.
Das Verhalten der drei Laser unterscheidet sich in in diesen Punkten deutlich
voneinander und zeigt, dass die Hsp70-Expression des 755-nm Alexandrit-Lasers
und 1.540-nm Er:Glass Lasers nicht so deutlich von der applizierten Energiedichte
und Pulsdauer abzuhängen scheint wie es beim 1.064-nm Nd:YAG Laser der Fall
ist.
Die Tage 1 und 3 der Versuchsreihen des 1.064-nm Nd:YAG Lasers und 755-nm
Alexandrit-Lasers weisen zudem eine tendenzielle Relation zwischen Zeitpunkt
der maximalen Hsp70-Expression und Energiedichte bzw. Pulsdauer auf. Mit den
niedrigsten drei Parametereinstellungen zeigte der 1.064-nm Nd:YAG Laser einen
Höhepunkt jeweils an Tag 3 (Versuchsreihen 3.4.2-3.4.4, S. 59-64). Mit steigender
Energiedichte und Pulsdauer wechselte der Zeitpunkt des Hsp70-Maximum zu Tag
1. Versuchsreihen 3.4.5 (40 J/cm2 50ms, S. 67) und 3.4.6 (50 J/cm2 50ms, S. 71)
stellen dies dar. Die stärkste Parametereinstellung des 755-nm Alexandrit-Lasers
zeigte ebenfalls an Tag 1 die höchste Hsp70-Expression, wohingegen die anderen
drei Parametereinstellungen ihr Hsp70-Maximum an Tag 3 hatten.
Dies lässt vermuten, dass niedrigere Energiedichten und Pulsdauern tendenziell
einen späteren Höhepunkt (Tag 3) und stärkere Parametereinstellungen einen
früheren Höhepunkt haben (Tag 1). Dies bestätigen jedoch nur die Mittelwerte der
Tage 1 und 3, eine Signifikanz konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Kapitel
4.3.4, S. 89).
Sowohl der 1.540-nm Er:Glass Laser als auch 1.064-nm Nd:YAG Laser sind mit im
Handstück angebrachten Kühlkörpern versehen. Die Ergebnisse zeigen, dass
ein Abschalten dieser Kühlung, vor allem beim 1.540-nm Er:Glass Laser, zu
einer vermehrten Epidermischädigung führte. Die erhöhte Zahl nekrotischer Zellen
bestätigte dies.
Die fehlende Kühlung und die Behandlung mit 2 Passes könnte bei den Versuchsrei-
hen des 1.540-nm Er:Glass Laser zu der hohen Epidermisschädigung an den Tagen
3 und 5 geführt haben. Die stärkste Parametereinstellung (60J/cm2 15ms, Versuchs-
reihe 3.2.4, S. 42) zeigte eine deutlich geringere Schädigung der Epidermis als die
beiden niedrigeren Einstellungen. Mögliche Ursachen hierfür könnten Hautproben
mit erhöhter Thermotoleranz sein. Lokalisationen, Alter, Geschlecht und vor allem
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die genetische Disposition spielen hierfür ebenfalls eine Rolle. Eine In-vivo Studie
fand an Tag 1 nach Lasereinwirkung (1540-nm Er:Glass Laser, Aramis; 3-ms
Einzelpuls, 26,28,30J/cm2 ) bereits erste histologische Schädigungen der Epidermis
unabhängig von der verwendeten Energiedichte und Kühltemperatur (MORDON
et al., 2000). Nach Laserbeschuss mit einem 1.540-nm Er:Glass Laser konnten
VASILY et al. (2009) bei In-vivo Versuchen eine vollständige Reepithelisierung nach
72 Stunden feststellen. Der Epidermisverlust mit anschließender Reepithelisierung
scheint beim 1.540-nm Er.Glass Laser typisch zu sein.
Die In-vivo Studie von DAYAN et al. (2003) konnte vermehrt ablative epidermale
Veränderung bei Schweinehaut nach Laserbehandlung mit 50 J/cm2 feststellen
(1.064-nm Nd:YAG Laser). Zudem war eine Kühlung mit 1.5 C aktiv. Die Studie
fand bereits nach einer Behandlungssitzung ein signifikante Neuformation von Kol-
lagen. Alle Hautschnitte unserer Untersuchungen zeigten nach Laserbehandlung
einen schrittweisen Verlust der Kollagenstruktur. Den dynamischen Prozess des
Kollagenaufbaus konnte unser Explantatmodell nicht demonstrieren. Der 1.064-
nm Nd:YAG Laser zeigte eine moderate Epidermisschädigung und reihte sich
zwischen den anderen beiden Lasern ein. Mit zunehmender Energie stieg die
Epidermisschädigung an.
Die Epidermis aller Hautproben des 755-nm Alexandrit-Laser war auf den Ob-
jekträgern erkennbar. Er zeigte insgesamt die geringste Epidermisschädigung.
Sie stieg ebenfalls mit Erhöhung der Energiedichte und Pulsdauer an. Auch der
Alexandrit-Laser wurde ohne Kühlung betrieben und könnte bei einigen Hautproben
für höheren thermischen Schaden gesorgt haben.
Der 1.540-nm Er:Glass Laser zeigt sich aufgrund des vollständigen Verlustes der
epidermalen Barriere und damit einhergehenden höheren Entzündungsreaktion
nicht als erste Wahl für die präventive präoperative Narbentherapie. Der positive
Einfluss auf die Wundheilung scheint effektiver, je geringer die laserinduzierte
Schädigung der Epidermis und die Entzündung ist (siehe Kapitel 1.3.4, S.11). In
dieser Hinsicht erreichte der 755-nm Alexandritlaser die besten Ergebnisse, der




Die Ergebnisse dieser Arbeit geben eine bisher nicht erfolgte Darstellung der
Wirkung verschiedener Parametereinstellungen und Lasersysteme auf die Hsp70-
Expression. Signifikante Unterschiede konnten bei allen drei Lasersystemen fest-
gestellt werden. Die effizienteste Hsp70-Expression dieser Arbeit konnten die
beiden stärksten Einstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Lasers (40 J/cm2 50ms,
Versuchsreihe 3.4.5, S. 67 und 50 J/cm2 50ms, Versuchsreihe 3.4.6, S. 71)
erzielen. Diese Parametereinstellungen scheinen ein optimales Verhältnis von
Hsp70-Expression und Gewebezerstörung zu zeigen. Der optimale Zeitpunkt
eines präoperativen Lasereinsatzes scheint einen Tag vor dem chirurgischen
Eingriff sinnvoll zu sein. Diese Erkenntnis soll als Grundlage für weitere in-vivo
Studien dienen. Der 1.540-nm Er:Glass Laser erzeugte ebenfalls hohe Hsp70-
Expression, aber mit deutlicher thermaler Gewebeschädigung. Inwieweit diese
Schädigung in-vivo zu einer erhöhten Entzündungsreaktion führt und Auswirkungen
auf die Narbenbildung hat, bleibt Gegenstand weiterer Forschung. Die möglichst
rasche Herstellung einer intakten Epidermis scheint jedoch entscheidend für den
Therapieerfolg. Der 755-nm Alexandritlaser kann aufgrund seiner sehr Epidermis-
schonenden, aber niedrigen Hsp70-Expression nicht als erste Wahl für weitere
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Oftmals werden Narben von Patienten als ästhetisch störend empfunden. Seit
langem gibt es daher Bemühungen, eine narbenfreie Wundheilung zu erzielen.
Forschungen an fetalen und oralen Wunden, die ohne Narbenbildung ausheilen,
weisen die Möglichkeit für einen Erfolg auf. Die aktuellen Verfahren der postope-
rativen Narbentherapie im Bereich des Hautorgans lassen jedoch weiterhin viele
Wünsche offen.
Ein vielversprechender Ansatz ist die präoperative Lasertherapie der Haut. Sie sorgt
für eine thermale Erwärmung der behandelten Hautareale. Die Zellen reagieren
mit einer sogenannten Hitzeschockantwort, die zu einer vermehrten Expression
von Hitzeschockproteinen (u.a. Hsp70, Hsp47) und Signalmolekülen (u.a. TGF- )
führt. Der sensibelste und am besten zu messende Biomarker dieser Antwort
ist das Hitzeschockprotein 70. Vor allem das enge Zusammenspiel von Hsp70,




Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Wirkung von nicht ablativen Lasern, eine
Hsp70-Expression in humaner Haut zu erzeugen. Hierfür wurden drei Lasersysteme
(1.540-nm Er:Glass, 755-nm Alexandrit-Laser, 1.064-nm Nd:YAG Laser) ausge-
wählt. Die Auswahl erfolgte aufgrund der guten Verfügbarkeit, geringer Studienlage
und dem breiten Spektrum der ausgewählten Wellenlängen. Zu untersuchen war,
welches Lasersystem für eine prophylaktische präoperative Lasertherapie am
geeignetsten erscheint und zu welchem Zeitpunkt der Einsatz erfolgen sollte.
Es galt, die Höhe und den Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Konzentration zu
ermitteln und die thermalen Schädigungen aufzuzeigen. Dafür wurden humane
Hautproben (n=320) mit 12 unterschiedlichen Parametereinstellungen der drei
Lasersysteme unter 1-2 Durchgängen (Passes) behandelt und über 5 Tage in einem
Explantatmodell inkubiert. Nach immunhistologischer Hsp70-Färbung wurden die
Hautschnitte von vier unabhängigen Untersuchern bewertet und analysiert.
Alle drei Lasersysteme erzeugten eine signifikante Hsp70-Expression über die
Messzeitpunkte, wiesen aber Unterschiede in ihrem Expressionsverhalten auf
(p<0,05).
Alle drei Parametereinstellungen des 1.540-nm Er:Glass Lasers (40, 50, 60 J/cm2,
15ms) erzeugten an Tag 1 signifikante Hsp70-Maxima (p<0,05). Eine Veränderung
der Energiedichte führte zu keiner signifikant höheren Hsp70-Expression (p>0,05).
Die im Mittelwert gemessenen Hsp70-Konzentrationen waren ähnlich der stärksten
beiden Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Lasers und höher als die
aller Parametereinstellungen des 755-nm Alexandrit-Lasers.
Alle Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Laser (20 J/cm2 ,15ms; 20,
30, 40, 50 J/cm2, 50ms) zeigten eine signifikante Hsp70-Expression an Tag 1
und Tag 3 (p<0,05). Zwischen den Tagen 1 und 3 konnten keine signifikanten
Unterschiede festgestellt werden (p>0,05). Die grafische Darstellung zeigte bei
den beiden stärksten Parametereinstellungen jedoch eine Tendenz zu Tag 1. Die
Hsp70-Konzentration wies signifikante Unterschiede zwischen den niedrigsten und
stärksten Parametereinstellungen an Tag 1 auf (p<0,05). Sie stieg mit steigender
Energiedichte und Pulsdauer. Die stärkste ausgewählte Parametereinstellung des
1.064-nm Nd:YAG Lasers (50 J/cm2, 50ms) erreichte im Mittelwert die höchste
Hsp70-Konzentration aller Parametereinstellungen dieser Studie. Sie konnte zudem
die höchsten Einzelwerte aufweisen. Ein ähnliches Hsp70-Expressionsmuster
erzielte auch die zweitstärkste Parametereinstellung des 1.064-nm Nd:YAG Lasers
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(40 J/cm2, 50ms) (p>0,05). Im Vergleich hierzu erreichten die niedrigsten beiden
Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Lasers an Tag 1 und 3 die gerings-
ten Hsp70-Konzentrationen unserer Untersuchungen.
Der 755-nm Alexandrit-Laser lagt mit seinen Hsp70-Konzentrationen im Mittelfeld
aller Parametereinstellungen. Die Mittelwerte der Hsp70-Konzentrationen lagen an
den Tagen 1 und 3 deutlich näher zusammen als bei den anderen beiden Lasersys-
temen (p>0,05). Zwischen den Tagen 1 und 3 konnte kein signifikanter Unterschied
gezeigt werden (p>0,05). Der Zeitpunkt der maximalen Hsp70-Expression war
zwischen den Tagen 1 und 3.
Der epidermale Zerstörungsgrad war abhängig von der verwendeten Wellenlänge
und verstärkte sich tendenziell mit höherer Energiedichte und Pulsdauer. Die
Schädigungen betrafen vor allem die Tage 3 und 5. Der 1.540-nm Er:Glass Laser
zeigte die deutlichsten thermalen Schädigungen, wohingegen sich beim 755-nm
Alexandrit-Laser die geringsten zerstörerischen Auswirkungen feststellen ließen.
Dazwischen ordnete sich der 1.064-nm Nd:YAG Laser mit moderaten thermalen
Auswirkungen ein.
Unsere Untersuchungen konnten darstellen, dass die Auswahl des Lasersystems
sowie die Energiedichte und Pulsdauer einen entscheidenden Einfluss auf das
Hsp70-Expressionsmuster und den epidermalen Zerstörungsgrad haben. Bisher
waren hierzu in der Literatur nur begrenzt Daten verfügbar. Die Anwendung unter-
schiedlicher Methoden erschwerte zudem einen Vergleich. Unter gleichbleibenden
Bedingungen ließen die Ergebnisse erkennen, dass der 1.540-nm Er:Glass Laser
trotz hoher Hsp70-Expressionen aufgrund seiner verstärkten Epidermiszerstörung
für eine präoperative Narbenprophylaxe nur bedingt eingesetzt werden kann. In wie
weit diese Schädigung eine erhöhte Entzündungsreaktion und die Narbenbildung
in-vivo beeinflusst, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Der 755-nm
Alexandrit-Laser kann aufgrund seiner allgemein niedrigeren Hsp70-Expression für
weitere in-vivo Untersuchungen ebenfalls nur begrenzt empfohlen werden. Ein opti-
males Verhältnis aus Hsp70-Expression und Schonung der Epidermis zeigten die
stärksten beiden Parametereinstellungen des 1.064-nm Nd:YAG Laser (40 J/cm2
50ms und 50 J/cm2 50ms). Mit der höchsten Hsp70-Expression zwischen Tag 1 und
3 wie auch seiner moderaten epidermalen Zerstörung scheint er eine geeignete
Grundlage für weitere in-vivo Versuche zu sein. Die präoperative Prävention der
Narbenbildung sollte tendenziell 1 Tag vor dem chirurgischen Eingriff erfolgen.
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